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Zusammenfassung

Die Dekontamination von Personlicher Schutzausriistung (PSA) in biolo-
gischer Gefahrenlage mit Verdacht auf Kontamination der PSA durch ein hoch-
pathogenes biologisches Agens sollte effektiv, in kurzer Zeit durchfiihrbar und
anwenderkompatibel sein. Die Erfahrungen im Bezug auf die Wirksamkeit
von Desinfektionsmitteln auf PSA-Materialien sind limitiert und evidenzba-
sierte Empfehlungen iiber ihre Anwendung bei Verdacht auf Kontamination
mit hochpathogenen Agenzien, insbesondere den resistenten Bacillus-Sporen
nicht verfiigbar. Unser Auftrag bestand in der Etablierung eines standardisier-
ten Priifverfahrens zur Bewertung von Desinfektionsmitteln hinsichtlich ihrer
Wirksamkeit auf PSA-Oberflichen gegen unterschiedliche Klassen von biolo-
gischen Agenzien und Priifung der im Laborversuch gewonnenen Erfahrungen
in Praxisversuchen.

Im Hinblick auf die o.g. Kriterien, die hochwirksamen antimikrobiellen und
zusdatzlich sporiziden Eigenschaften, stand als Desinfektionsmittel Peressig-
sdure im Fokus unserer Studie. Zur Entwicklung von Priifmodellen nach dem
Prinzip der quantitativen Keimtrdgertestung wurden zunéchst Sporen von
Bacillus subtilis ATCC 6633 als Surrogat fiir B. anthracis eingesetzt. Die Sporen
wurden auf Keimtrdger aus PSA-Materialien aufgetragen und durch Lufttrock-
nen auf der Oberflache fixiert.

Drei verschiedene Priifmodelle wurden entwickelt, die sich in der Desinfek-
tionsmittelmenge und der Auftragungstechnik voneinander unterschieden:
Im Modell 1 wurde der Keimtrager (1,0x0,8 cm) vollstandig mit 1 ml PES
uberschichtet (Tauchmodell), im Modell 2 wurde lediglich die kontaminierte
Oberflache des Keimtréagers (GroRe: 2,5 x 2,2 cm) mit 100 pl oder 50 pl PES trop-
fenformig ohne mechanische Einwirkung iiberschichtet (Uberschichtung ohne
Mechanik) und im Modell 3 erfolgte die Uberschichtung der kontaminierten
und umgebenden Fldche (2 cm?) mit 10 pl PES unter mechanischer Verteilung
als diinner Fliissigkeitsfilm (Uberschichtung mit Mechanik). Durch Zugabe von
z.B. 0,2 % SDS als Detergenz konnte die Oberflachenspannung der PES-Lésung
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deutlich reduziert und damit eine bessere Flachenbenetzung der hydrophoben
PSA-Oberflache erreicht werden.

Die Wirksamkeit der PES gegen Sporen von B. subtilis ATCC 6633 konnte mit
jedem der Modelle bestitigt werden. Unter den Versuchsbedingungen redu-
zierten 1,0 % und 0,5 % PES innerhalb von 2-3 min die keimungsfahigen Spo-
ren bis zu der methodisch bedingten Nachweisgrenze von ca. 6 log,,-Stufen.
Modell 3 (Uberschichtung mit Mechanik) wurde aufgrund der strengen und der
Praxis am ndchsten kommenden Priifbedingungen (geringes Desinfektions-
mittelvolumen und Auftragung durch mechanische Verteilung) als Standard-
priifverfahren favorisiert und unter unterschiedlichen Bedingungen (niedrige
Temperaturen, organische Belastung, unterschiedliche PSA-Materialien) er-
folgreich getestet.

Die Untersuchungen von B. anthracis-Sporen zeigten, dass sich diese durch
eine hohere PES-Toleranz auszeichneten als die verwendeten Surrogatsporen.
Mit B. anthracis-Sporen wurde die maximal ermittelbare Sporenreduktion
(=5 log,,) innerhalb einer Einwirkzeit von 2-3 min mit 2,0 % PES erreicht. Auf
der Suche nach einem dhnlich resistenten, jedoch apathogenen Sporensurro-
gat wurde schlieflich der B. thuringiensis-Stamm DSM 350 ausgewahlt. Die
Behandlung der Sporen dieses Stammes mit 2,0 % PES +Tenside (0,2 % SDS
oder ein SLES-haltiges Produkt) fiihrte unter Anwendung der Priifmodelle 2
und 3 (Uberschichtung ohne und mit Mechanik) innerhalb von 3-5 min zu einer
Reduktion von keimungsfahigen Sporen von > 5-6 log,,-Stufen. Ahnlich wie mit
den Sporen des B. subtilis-Stammes wurden auch mit den B. thuringiensis-Spo-
ren gut reproduzierbare Ergebnisse erhalten. Diese Sporen erwiesen sich als ein
geeignetes Surrogat zur Optimierung des Priifmodells 3 (Uberschichtung mit
Mechanik) als Standardpriifverfahren zur Testung der sporiziden Wirkung von
Desinfektionsmitteln auf PSA.

Auch mit Vaccinia- und Adenovirus sowie Rizin als Kontaminanten konnte die
Wirksamkeit von PES in dem Standardpriifverfahren untersucht werden. Dabei
zeigte sich, dass 0,1 % PES schon nach 1 min eine Reduktion der Viren bis zur
maximal ermittelbaren Reduktion von 5 bzw. 6 log,,-Stufen bewirkte. Um eine
deutliche Reduktion der Rizinaktivitédt zu erreichen, waren allerdings eine PES-
Konzentration von 2,0 % und eine Einwirkzeit von 10 min erforderlich.
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Zusammenfassung

Die anhand der Priifmodelle 2 und 3 ermittelten sporizid wirksamen Para-
meter wurden auf ihre Effektivitit in der Praxis mit einer Schaufensterpuppe
oder Probanden in PSA getestet. Die Kontamination der PSA erfolgte mit
B. thuringiensis-Sporen. Durch Begiel3en oder Bespriihen unter leichtem Druck
mit 2,0 % PES in Kombination mit 0,2 % Tensid wurde innerhalb von 5§ min
eine hohe Sporenreduktion auf der PSA-Oberfliche erreicht. Dieser Effekt
konnte noch durch zusatzliche mechanische Verteilung der PES/Tensid-Lésung
auf der PSA-Oberfldache erh6ht werden.

Aufgrund der guten Korrelation zwischen den Modellergebnissen und den
Ergebnissen der Praxisversuche schlagen wir vor, das Standardpriifverfahren
(Uberschichtung mit Mechanik) alleine oder in Kombination mit Priifmodell
2 (Uberschichtung ohne Mechanik) zur Vorpriifung von Desinfektionsmitteln
beziiglich ihrer sporiziden Wirkung auf PSA-Oberflichen zu verwenden. Die
Praxistauglichkeit sollte anschlieRend im Rahmen einer Validierung unter
Praxisbedingungen verifiziert werden. Voraussetzung ist, dass die verwendeten
Testorganismen bzw. -sporen hinsichtlich ihrer Resistenz gegeniiber dem zu
priifenden Desinfektionsmittel den tatsdachlichen Zielagenzien entsprechen.

Die Priifverfahren bieten eine Reihe von Variationsmdglichkeiten, z. B. kénnen
unterschiedliche PSA-Materialien und unterschiedliche Agenzien als Kontami-
nanten getestet werden. Dartiber hinaus ermdglichen die Modelle, Untersu-
chungen zur Optimierung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln durchzu-
fithren.
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Abstract

The decontamination of personal protective equipment (PPE) used under
worst-case conditions and suspected to be contaminated with biologically
hazardous agents should be highly effective within a short time and compa-
tible with the environmental conditions. So far the experience with the effec-
tiveness of disinfectants on PPE is limited, and there are no evidence-based
recommendations for their application in decontaminating highly pathogenic
biological agents, especially the highly stable Bacillus spores. The subject of
our study was to establish a standardized method for evaluation of disinfec-
tants regarding their effectiveness against different classes of biological agents
contaminating PPE surfaces. The laboratory results were to be validated under
practical conditions.

Based on its antimicrobial effectiveness including sporicidal activity in vitro,
peracetic acid (PAA) was selected as the model substance for our study. Model
test systems derived from carrier assays were developed, first using spores of
Bacillus subtilis ATCC 6633 as a surrogate for B. anthracis. The spores were spot-
ted onto suitable carriers prepared from PPE materials and were fixed on the
surface by air-drying.

Three different models were used which differed regarding the volume and
mode of application of the disinfectant: In model 1 the carrier (1.0x0.8 cm) was
completely submerged in 1 ml PAA (submersion), in model 2 the contaminated
area of the carrier (carrier size 2.5x2.2 cm) was covered with a drop of 100 pl
or 50 pl of PAA without any mechanical action (covering without mechanical
action), and in model 3 a volume of 10 pl of the disinfectant was mechanically
dispersed over the contaminated and the surrounding area (2 cm?) as a thin
layer (covering with mechanical action). Detergents like 0.2 % SDS were added
to reduce the surface tension of the PAA solution and thus to enhance moisten-
ing of the hydrophobic PPE surface.
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Abstract

The effectiveness of PAA against spores of B. subtilis ATCC 6633 could be con-
firmed in all three models. Under the above-mentioned conditions, 1.0 %
and 0.5 % PAA reduced the viability of the spores by a factor of about 6 log,,
within 2 to 3 min of exposure which was the maximal reduction that could be
measured above the detection limit. Especially model 3, the most challenging
and obviously most realistic test system, was favoured as a standardized test
system and was successfully investigated under various conditions (low tempe-
rature, organic load and different PPE materials).

When B. anthracis was used in the experiments it was shown that the spo-
res of this agent had a higher tolerance to PAA than those of B. subtilis. With
B. anthracis spores, 2.0 % PAA completely prevented the recovery of viable
bacteria from spores within 3 min of exposure. In order to optimize the test
system by using non-pathogenic surrogate spores of at least a similar PAA
tolerance than those of B. anthracis, spores of B. thuringiensis DSM 350 were
selected. Using 2.0 % PAA in combination with and without different deter-
gents (0.2 % SDS or an SLES-containing product), a high reduction of viable
spores (between 5 to 6 log;, steps) could be observed within 3 to 5 min of PAA
exposure in the model systems 2 and 3 (covering without and with mechanical
action). Highly reproducible test results, similar to those for spores of B. subtilis,
could be obtained with B. thuringiensis spores. The latter spores proved to be an
adequate surrogate applicable in the standardized test system (model 3).

The effectiveness of PAA against Vaccinia virus and Adenovirus as well as
against ricin as contaminants was also successfully investigated using model
system 3. It was shown that 0.1 % PAA was effective against both viruses
within one minute of exposure, resulting in a virus reduction by 5 and 6 log;,,
respectively. Regarding ricin, a considerably higher PAA concentration of 2.0 %
and a prolonged contact time of 10 min were necessary for a clear reduction of
ricin activity.

The results obtained in the sporicidal models (especially model 3) were trans-
ferred to more realistic decontamination scenarios with a manikin or test per-
sons in PPE that were contaminated with spores of B. thuringiensis. It could be
shown that showering or spraying with 2.0 % PAA in combination with 0.2 %
of a tenside was highly effective in reducing spores on the PPE surface within
5 min of treatment. This effect could be reinforced by additionally spreading
the PAA/SDS solution mechanically on the PEE surface.
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On the basis of the good correlation between the results of the carrier models
and those of the practical trials, we propose to select the favourable standar-
dized carrier model (covering with mechanical action) alone or in combination
with model 2 (covering without mechanical action) for screening and valida-
ting of disinfectants for their sporicidal efficacy on PPE surfaces. Finally the
practicability could be verified in practical trials, e.g. with a manikin in PPE.
The precondition is that the selected surrogates need to be similar resistant
against the disinfectant which has to be tested as the microbial or biological tar-
gets.

Furthermore the models offer the possibility to test different materials of PPE,
different disinfectants and different microbial or biological targets. In addition,
the improvement of effectiveness after optimization of the formulation can be
tested.

16



Ubergeordnete
Zielsetzung






Terroristische Anschldge stellen weltweit ein relevantes Gefahrenpotenzial
dar. Die kriminellen Anschldge mit Bacillus anthracis-Sporen 2001 in den USA
zeigten, wie wichtig es ist, ausreichende Vorkehrungen zu treffen, um fiir die
Gefahren einer bioterroristischen Attacke geriistet zu sein (Dewan et al., 2002;
Canter et al., 2005; Inglesby et al., 2002). Ernste Bedrohungen kdnnen biolo-
gische Agenzien in Form von pathogenen Bakterien, Viren oder Toxinen sein.
Am Beispiel der Vogelgrippe, an SARS oder den Maul- und Klauenseuche-Aus-
briichen wird aber auch ersichtlich, wie schnell und unvermittelt andere Quel-
len eine biologische Gefdhrdung darstellen konnen (Webby & Webster, 2003;
Enserink, 2003). Auch bei Verdacht auf Ausbringung bzw. Freisetzung von bio-
logischen Agenzien miissen Gegenmafinahmen schnellstmdéglich zur Anwen-
dung kommen und beinhalten das aktive Eingreifen von Personen am Ort des
Geschehens. Die Einsatzkrifte, z.B. Polizei, Feuerwehr, Katastrophenschutz
und medizinisches Personal, miissen ausreichend vor mdéglichen Kontamina-
tionen geschiitzt werden, zum einen durch das Tragen geeigneter Personlicher
Schutzausriistung (PSA) und zum anderen durch effiziente, jedoch anwender-
kompatible Dekontaminationsmafinahmen ihrer Schutzausriistung nach dem
Einsatz.
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1.1 Zielsetzungen des Vorhabens

Im Rahmen des Gesamtprojektes wurden zwei Zielsetzungen definiert:

Die erste Zielsetzung bestand in der Etablierung eines Standardpriifverfahrens,
mit dem die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln gegen biologische Agenzien
auf PSA-Oberflachen untersucht werden kann. Das standardisierte Priifverfah-
ren sollte mit dem Desinfektionsmittel Peressigsaure validiert werden. Der Ein-
fluss von Konzentration, Einwirkzeit und Umweltfaktoren, wie z.B. niedrige
Temperaturen und organische Belastung sowie verschiedene Materialien der
PSA sollten untersucht werden. Die Evaluierung dieser Fragestellungen sollte
in Form von Keimtriagertestmodellen mit Keimtrdagern aus PSA-Materialien
erfolgen. Diese sollten mit Bakteriensporen, Viren oder Toxin kontaminiert und
unter praxisrelevanten Bedingungen (kurze Einwirkzeiten, niedrige Desinfek-
tionsmittelmengen, mit und ohne mechanische Aufbringung) dekontaminiert
werden. Die Bewertung der Dekontaminationseffektivitdt sollte anschlieend
quantitativ durch Ermittlung der Reduktionsfaktoren erfolgen. Eine wesent-
liche Zielsetzung bestand darin, eine Reduktion der auBergewd6hnlich resis-
tenten Bacillus-Sporen bis an die Grenze ihrer Nachweisbarkeit bzw. die maxi-
mal ermittelbare Reduktion von keimungsfahigen Sporen zu erreichen, da die
Ausbringung von Bacillus anthracis-Sporen in pulverférmiger Form eine der
groBten bisher beschriebenen bioterroristischen Gefahren darstellt. Die Inak-
tivierung dieser duflerst resistenten Sporen ist eine Herausforderung an die
Desinfektion bzw. das Desinfektionsmittel. Die Wirksamkeit bzw. die sporizi-
den Wirkbedingungen der PES sollten auch gegen Viren und Rizin getestet wer-
den.

Die zweite Zielsetzung beinhaltete die Priifung der Ubertragbarkeit der in den
Keimtragerversuchen gewonnenen Erkenntnisse bzw. Ergebnisse zur spo-
riziden Wirksamkeit der PES auf die Bedingungen in der Praxis. Die aus dem
Modell resultierenden optimalen Parameter von PES-Konzentration, Exposi-
tionszeit, Desinfektionsmittelvolumen und gegebenenfalls der Temperatur
sollten unter praxisnahen Bedingungen bzw. in Praxisversuchen tiberpriift
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Kapitel 1.1

werden. Dazu sollten in der Praxis verwendete PSA-Kombinationen, insbe-
sondere verschiedene Anzugtypen bzw. -materialien, am Puppenmodell (mit
Schaufensterpuppe in PSA) und mit Probanden in PSA getestet werden. Die PSA
sollte dazu mit apathogenen Bacillus-Sporen als Surrogat kontaminiert, unter
praxisnahen Bedingungen dekontaminiert und anschlieBend beprobt werden,
um Riickschliisse auf den Dekontaminationserfolg ziehen zu kdnnen.

21



1.2 Nutzen des Vorhabens

Bisher stand keine standardisierte Priifmethode zur Untersuchung der Wirk-
samkeit von Desinfektionsmitteln und -verfahren zur Desinfektion bzw.
Dekontamination von Oberflichen der PSA zur Verfiigung. In nationalen
und internationalen Testverfahren und Publikationen wurden Mattglas,
lackiertes Holz, Metall, Silikongummi und Porzellan als Tragermaterial zur
Wirksamkeitspriifung von Desinfektionsmitteln zur Flachendesinfektion
eingesetzt (Bundesgesundheitsblatt, 1994; Gebel et al., 2001; Nattermann et
al., 2005; Sagripanti & Bonifacino, 1996, 1999; AOAC Method 966.04). Da die
Oberflachenbeschaffenheit neben anderen Faktoren eine zentrale Bedeutung
fiir die Dekontamination und Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln besitzt
(Spicher & Peters, 1997), war die Entwicklung eines Priifverfahrens, das die
Besonderheiten der PSA beriicksichtigt, essentiell. Wiinschenswert in Bezug
auf die PSA-Dekontamination ist, dass in kurzer Zeit (<10 min) mit gerin-
gen Desinfektionsmittelvolumina pro Flicheneinheit eine mdglichst hohe
Reduktion von hochpathogenen Krankheitserregern bzw. Toxinen erreicht
wird, so dass schlieRlich deren gesundheitsschéddliche Dosis deutlich unter-
schritten wird. So liegt die LD;, bei Lungenmilzbrand bei 2.500 bis 55.000
B. anthracis-Sporen (Inglesby et al., 2002), die tédliche Dosis von Rizin bei
350 bis 750 pg/70 kg Korpergewicht (Bradberry et al., 2003). In Abhéngigkeit
von dem biologischen Agens sollte eine Risikobewertung vorgenommen und
der notwendige Reduktionsfaktor festgelegt werden.

Obwohl fiir den Anwendungsbereich im Bevélkerungsschutz grundsdtzlich
verschiedene Desinfektionsmittel zur Verfiigung stehen, z. B. auf der Basis von
Aktivsauerstoff, Aldehyden, Halogen- oder Peroxidverbindungen, gibt es bis-
her, aufgrund fehlender Untersuchungsergebnisse, keine verbindlichen Vor-
gaben zur Dekontamination der PSA fiir den Einsatz im Katastrophenschutz
bei Verdacht auf Kontamination mit hochpathogenen biologischen Agenzien.
Wihrend eine Vielzahl von Desinfektionsmitteln zur Inaktivierung von Viren
und vegetativen Bakterien gelistet sind (Liste des RKI, DGHM/VAH sowie DVG;
Rabenau & Schwebke, 2008), ist die Anzahl der Mittel mit sporizider Wir-
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Kapitel 1.2

kung limitiert. Zur Flachendesinfektion bei Verdacht auf Kontamination mit
Bakteriensporen oder zu Forschungszwecken werden unterschiedliche Sub-
stanzen wie z.B. Formaldehyd, Glutardialdehyd, Natriumhypochlorit oder
Peressigsdure (Spotts Whitney et al., 2003; Sagripanti & Bonifacino, 1996, 1999;
Sagripanti et al., 2007; Majcher, 2008) eingesetzt. Mit Ausnahme von Peressig-
sdure (PES) sind diese Substanzen aufgrund ihrer Toxizitat, ihren langen Ein-
wirkzeiten oder ihrer Wirkungseinschrankung durch organische Belastung
weniger zur Oberflichendekontamination der PSA nach einem Einsatz in bio-
logischer Gefahrenlage geeignet. Zur Dekontamination von PSA-Materialien
im Katastrophenschutz werden daher PES-Losungen favorisiert, die kommer-
ziell erhiltlich sind und an entsprechenden Stellen wie z. B. bei Feuerwehren
fiir den Einsatz bevorratet werden (Steffler & Daute, 2008). PES bietet den
Vorteil, gegen alle relevanten Bakterien, Viren und auch Bakteriensporen in
relativ kurzen Zeiten und selbst unter extremen Temperaturen, z.B. -20°C
(Steffler et al., 2003; Nattermann et al., 2005), wirksam zu sein. Sie eignet sich
fiir unterschiedliche Desinfektions- bzw. DekontaminationsmaRnahmen, z.B.
auch zur Fahrzeugdekontamination, ist fiir den Anwender deutlich tolerabler
als z.B. Aldehyde, hat weniger Wirkungsverlust durch organische Verunrei-
nigungen als Natriumhypochlorit und ist biologisch abbaubar. Nachteile sind
der intensive Geruch und die schleimhautreizenden Dampfe, die durch Alkali-
zusatz (kommerziell erhiltliche Pufferadditive) reduziert werden koénnen
(Steffler & Daute, 2008). Fraglich ist, inwieweit die Alkalisierung die sporizide
Wirkung der PES beeinflusst, insbesondere hinsichtlich der schnellen Wir-
kung, die bei der PSA-Dekontamination gefordert ist. Ein Beispiel dafiir ist z. B.
Natriumhypochlorit, das in ungepufferter Form stark alkalisch und dadurch in
Abhidngigkeit von der Zeit weniger wirksam gegen Sporen ist als in neutralisier-
ter Losung (Sagripanti & Bonifacino, 1996 11).

Ein interessanter Aspekt ist auch die inaktivierende Wirkung der Peressigsdure
auf Toxine unter dem Gesichtspunkt der PSA-Dekontamination. Bisher ist dazu
wenig bekannt und dariiber hinaus auch keine Methode fiir die Wirksamkeits-
priifung von Desinfektionsmitteln gegen Toxine etabliert.

Von Bedeutung ist des Weiteren, wie letztendlich in der Praxis eine effiziente
Dekontamination der PSA mittels PES gepriift und durchgefiihrt werden kann.

Die Definitionen fiir Dekontamination und Desinfektion sind wie folgt (in
Anlehnung an Steffler et al., 2007):
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¢ Dekontamination bedeutet das Minimieren oder Entfernen von radioaktiven,
chemischen oder biologischen Agenzien von Personen, Gerdten oder anderen
Oberflachen auf ein nicht gesundheitsschéddliches MafR3.

¢ Desinfektion ist die Reduktion von infektionstiichtigen pathogenen Mikro-
organismen auf Oberflachen durch Abtétung bzw. irreversible Inaktivierung
auf ein fiir die sichere Anwendung erforderliches Maf3.

Demzufolge kann die Desinfektion ein zus&tzliches Element der Dekontami-
nation sein, wenn, wie hier in den Ergebnissen des Forschungsvorhabens dar-
gestellt, gleichzeitig mit der Entfernung der biologischen Agenzien auch deren
Abtétung bzw. Inaktivierung erfolgt.



Versuchseinrichtungen






Die Versuche zur Etablierung der Keimtradger-Priifmodelle wurden mit Erre-
gern der Sicherheitsstufen 1, 2 und 3 durchgefiihrt. Die fiir diese Arbeiten am
RKI zur Verfiigung stehenden Labors entsprechen den Sicherheitsstandards
der Stufe 2 bzw. 3. In den Labors standen mikrobiologische Sicherheitswerk-
banke der Klasse 2 sowie die notwendigen Apparaturen, Brutschranke und CO,-
Inkubatoren zur Verfiigung.

Die Praxisversuche fanden mit freundlicher Genehmigung der Berliner Feuer-
wehr, Leitung der Direktion Nord, am Standort Weiensee statt. Dort wurden
uns Wannen zur Dekontamination und ein luftgestiitztes Dekontaminations-
zelt mit Warmwasserdusche zur Verfiigung gestellt. Mitarbeiter der Feuerwehr
Weilensee unterstiitzten uns in der Vor- und Nachbereitung und stellten sich
freundlicherweise auch als Probanden zur Verfiigung. Personen- und Material-
transport vom RKI zum Feuerwehrstandort Berlin-WeiRensee und zuriick
erfolgte mit dem Fahrdienst des Robert Koch-Institutes.

Als Fachliteratur wurden Artikel aus nationalen und internationalen Zeitschrif-
ten sowie im Internet zugdngige Informationen ausgewertet.
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Durchgefiihrte Arbeiten






Verwendete Materialien und Agenzien

Reagenzien: Peressigsidure (PES) wurde in Form von Wofasteril® E 400 ver-
wendet. Die Substanz enthalt It. Hersteller 40 % G/V (400 g/1) PES. Die genaue
PES-Konzentration wurde regelmaRig durch jodometrische Titration bestimmt
(Spicher & Peters, 1991). Die gewiinschten PES-Konzentrationen wurden
jeweils kurz vor Gebrauch hergestellt. Als Tenside wurden 0,2 % SDS (Sodium
Dodecyl Sulfate) oder 0,5 % Alcapur® N als Endkonzentration eingesetzt. Die
Originalsubstanz Alcapur® N enthilt nach Angaben des Herstellers 45 % SLES
(Sodium Laureth Sulfate). Das Pufferadditiv Alcapur® wurde in Kombination
mit Wofasteril® E 400 verwendet. Das Produkt enthilt <15 % Natriumhydroxid
(NaOH) und 5 % - <15 % anionische Tenside. Wofasteril® E 400, Alcapur® N und
Alcapur® wurden von der Fa. Kesla Pharma Wolfen GmbH bezogen. Die einge-
setzten Konzentrationen und Kombinationen sind in den entsprechenden Kapi-
teln dargestellt. Die Verdiinnungen wurden mit sterilem bidestillierten Wasser
(dest. Wasser) hergestellt. Natriumhypochlorit (Fa. Roth) wurde in Konzentra-
tionen zwischen 250 ppm und 10.000 ppm freiem Chlor, gel6st in dest. Wasser,
bzw. in 0,05 M Phosphatpuffer (PBS), pH 7, verwendet. Das nach Nattermann et
al. (2005) hergestellte Neutralisationsmedium enthielt 9,0 % Tween 80, 0,9 %
Lecithin und 3,0 % Histidin in Trypton-Soja-Bouillon (TSB).

PSA-Materialien zur Herstellung von Keimtragern bzw. Carriers: Verwen-
det wurden das Schutzanzugmaterial Tychem® F (Fa. Dupont), Schutzhand-
schuhmaterial aus Butylkautschuk (Fa. Rex), Schutzstiefel (n. EN 345/2; Fa.
HVO) sowie der Sichtschutz des Tychem® C- Vollschutzanzugs.

PSA in den Praxisversuchen: In den Praxisexperimenten wurden die Schutz-
anziige Tychem® C Standard (gelb, Modell CHA5, mit Kapuze), Tychem®F Stan-
dard (grau, Modell CHAS5, mit Kapuze), die Vollschutzanziige Astro Protect® C
(aus Tychem® C), PM Blowersuit-Chemical Blue (Fa. PM Atemschutz) und Pro
Chem 111 sowie der Schutzanzug Vautex Elite S eingesetzt. Dazu wurden Schutz-
handschuhe aus Butylkautschuk und Vinyl sowie Schutzstiefel (EN 345/2) ver-
wendet.
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Testorganismen bzw. Agenzien: Folgende Bacillus-Sporensuspensionen wur-
den in den Untersuchungen eingesetzt: B. subtilis ATCC 6633, B. cereus ATCC
12826, B. thuringiensis DSM 350, B. anthracis CDC 10114 (W), B. anthracis Stama-
tin, Sokol (S), B. anthracis B 1138, B. anthracis B 2239 und B. anthracis 527. Die
Sporen wurden nach EN 14347:2005 auf Mangansulfat-Agar hergestellt (s. u.).

Fiir die Versuche mit Viren wurden Vaccinia-Virus, Stamm Lister-Elstree, von
ZBS 1 (Zentrum fiir biologische Sicherheit), RK1, und Adenovirus Typ 5, Stamm
Adenoid 75, von FG 14, RKIl, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Die
Untersuchungen mit Rizin erfolgten vorwiegend mit Rizinrohextrakt, der von
ZBS 3, RKI, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt wurde.
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Produktion von Bacillus-Sporen

Die Herstellung von Bacillus-Sporen erfolgte nach der Europdischen Norm (EN)
14347:2005 auf Mangansulfat-Agar in Zellkulturflaschen (175 cm?2, Fa. Nunc).
Der Agar wurde entsprechend der EN-Rezeptur hergestellt und nach ausrei-
chendem Trocknen der Agaroberflache mit 8 ml Bacillus-Fliissigkultur (Trypton-
Soja-Bouillon) beimpft. Die Zellkulturflaschen wurden fiir 3 Tage bei 37°C und
mindestens 21 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Der Grad der Sporulation
wurde mit der Sporenfarbung nach Rakette mit 5 %iger Malachitgriinlésung
(griine Sporen) und der Gegenfarbung mit Fuchsin (rote vegetative oder nicht
ausreichend versporte Bakterien) tiberpriift. Die Sporenernte erfolgte ab einem
Sporengehalt von mindestens 90 %. Nicht ausreichend versporte sowie vegeta-
tive Formen wurden durch die anschlieRende Behandlung mit 70 %igem Iso-
propanol (2-3 h) zerstért und ein GroBteil der Fragmente sowie Alkohol durch
die nachfolgenden Waschschritte mit dest. Wasser (4 x) entfernt. AnschliefRend
wurde eine Reinheitskontrolle durchgefiihrt und die Sporenkonzentration
(KBE/ml) ermittelt. Nach dreiwdchiger Lagerung der Sporen in dest. Wasser
bei 4°C erfolgte die Qualitdtskontrolle durch Bestimmung der chemischen
Toleranz bzw. Tenazitat gegen definierte PES- und Glutardialdehyd-Konzentra-
tionen nach der EU-Norm (s. 3.3).

Zur Herstellung von B. subtilis-Sporen wurden auch verschiedene andere
Sporulationsmedien in fester und fliissiger Form verwendet. Im Laufe des
Projektes wurden zur Herstellung weiterer mdéglicher Testsporen Sporen von
B. thuringiensis DSM 350 und von Bacillus cereus ATCC 12826 vorwiegend auf
Mangansulfat-Agar produziert. Zur Testung von Sporen diverser B. anthracis-
Stamme wurde auf Sporensuspensionen aus der Arbeitsgruppe zuriickgegrif-
fen. Die Sporenkonzentrationen der verschiedenen Spezies betrugen zwischen
1,0x108 und 1,6 X109 Sporen/ml bzw. KBE/ml.
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3.1 Etablierung von Keimtréger-Priifmodellen mit Sporen von
Bacillus subtilis als Testorganismus

Zur Etablierung eines Keimtréagerverfahrens, um die dekontaminierende Wir-
kung von Desinfektionsmitteln auf PSA-Oberflachen zu untersuchen, wurden
insgesamt drei verschiedene Priifmethoden oder -modelle getestet (Modell 1-3)
und dazu Sporen von B. subtilis, Stamm ATCC 6633, als kontaminierendes
Agens in einer Konzentration von 1,4x109 KBE/ml eingesetzt. Wahrend das
Kontaminationsmuster mit 5x2 pl Sporensuspension pro Keimtriager immer
identisch war (Abb. 1-3), unterschieden sich die Modelle in der GréRe der Keim-
trager, im Volumen und der Art der Aufbringung des zu testenden Desinfek-
tionsmittels.

Als ein fiir die Zielsetzung geeignetes und vielversprechendes Desinfektions-
mittel wurde Peressigsdure (PES) ausgewdhlt und basierend auf den Erfah-
rungen der Feuerwehr und des Katastrophenschutzes das Produkt Wofasteril®
E 400 mit einem PES-Gehalt von zwischen 37 und 41 % (Vol/Vol) als Testsub-
stanz eingesetzt. Der genaue PES-Gehalt wurde kontinuierlich durch jodome-
trische Titration bestimmt.

Die 3 Priifmodelle unterscheiden sich nach folgenden Kriterien:

Im Modell 1 (Abb. 1) wird der gesamte Keimtradger (GroRe: 1,0 x 0,8 cm) vollstan-
dig mit 1,0 ml Desinfektionsmittel {iberschichtet. Dazu wird der Keimtrager mit
Hilfe einer Pinzette vorsichtig, ohne den Rand zu beriihren, in ein 15 ml-Zentri-
fugenréhrchen (Fa. Roth) iiberfiihrt, wenn nétig mit einer Plastikose am Boden
fixiert und dann mit 1 ml Desinfektionsmittel {iberschichtet. Dabei bleibt der
Keimtrager wahrend der Expositionszeit vollstindig untergetaucht. Modell 1
wird deshalb auch als Tauchmodell bezeichnet.

Im Modell 2 (Abb. 2) wird die kontaminierte Oberfliche des Keimtrdgers
(GroRe des Keimtragers: 2,2x2,5 cm) mit 100 pl Desinfektionsmittel ohne
Detergenz (bedeckende Flache ca. 0,8 cm?) oder 50 pl Desinfektionsmittel
mit Detergenz (bedeckende Fliache ca. 1,5 cm?) iiberschichtet. Aufgrund
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dieser Technik wird das Verfahren auch als Uberschichtung ohne Mechanik
bezeichnet.

Im Modell 3 (Abb. 3) wird die kontaminierte und umgebende Flache von insge-
samt 2,0 cm? (1 Cent-GroRRe) der Keimtrageroberflache (GroRe des Keimtragers:
2,2x2,5 cm) durch Ausstreichen von 10 pl Desinfektionsmittel in Form eines
diinnen Fliissigkeitsfilms benetzt. Dies ist durch Zusatz von Detergenzien (Ten-
siden) moglich, die die Oberflichenspannung der PES-Losung gegeniiber der
hydrophoben PSA-Oberflache reduzieren und geschieht mechanisch mit Hilfe
von 2 Plastikésen: Eine Ose dient zum Fixieren des Keimtrigers, wahrend mit
der anderen die tensidhaltige PES m&danderférmig und schlieRlich liickenlos
fiir 20s tiber die 2 cm?-Flache verstrichen wird. Das Verfahren wird daher als
Uberschichtung mit Mechanik bezeichnet. Im Unterschied zu Modell 1 und 2
werden durch diese Uberschichtungs- oder auch Wischtechnik die Sporenspots
zum grofiten Teil zerstért. Zur Etablierung der Modelle wurde als Detergenz
SDSin einer Endkonzentration von 0,2 % der PES-Lésung zugesetzt (PES/SDS).

Wihrend mit den Modellen 1 und 2 sowohl tensidhaltige als auch tensidfreie
Desinfektionsmittel auf ihre sporizide Wirkung getestet werden kénnen, setzt
die Technik des Modells 3 voraus, dass das Desinfektionsmittel einen gewissen
Tensidanteil oder andere die Oberflichenspannung reduzierende Substanzen
enthilt, um es diinnschichtig auf der hydrophoben PSA-Oberfliche ausstrei-
chen zu kénnen. Die Sporensuspension selbst enthdlt keine adhédsiv wirkenden
Substanzen, die sich reduzierend auf die Oberflichenspannung auswirken
konnten (s. 3.5).

Modell 3 stellt aufgrund des geringen Desinfektionsmittelvolumens potenziell
die grof3te Herausforderung an die zu testende Substanz dar und hat durch die
Art der Aufbringung offensichtlich den gro3ten Realitatsbezug (Verwischen auf
der PSA-Oberfldache mit Biirste oder Schwamm als vorwiegend diinnen Fliissig-
keitsfilm insbesondere an vertikalen Positionen). Im Vergleich dazu ist das
Tauchmodell mit dem hohen Desinfektionsmittelvolumen eher eine Methode
zur Selektion (Screening) von Desinfektionsmitteln oder chemischen Substan-
zen mit sporiziden Eigenschaften.

Fiir die Modellentwicklung wurden vorwiegend Keimtrager aus dem Schutz-

anzugmaterial Tychem® F hergestellt. Die Sterilisation der Keimtrager erfolgte
durch UV-Bestrahlung der Vorder- und Riickseite mit je 4 J/cm?. Fiir die Uber-
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schichtungsmodelle wurden anschlieBend die einzelnen Keimtrédger (GréRe:
2,5X 2,2 cm) in Petrischalen mit 5,0 cm Durchmesser iiberfiihrt. Die Versuche
fanden ausschlieBlich an mikrobiologischen Sicherheitswerkbanken der Klasse 2
statt. Die Keimtrager wurden auf der hydrophoben Oberflache mit 10 pl Sporen-
suspension in Form von 5 x 2 pl-Spots auf einer Flache von ca. 0,5 cm? kontami-
niert und die Spots anschliefend bei halbge6ffneter Petrischale fiir ca. 40 min
luftgetrocknet. Die Auftragung der Spots erfolgte mittels Pipetten mit einer
Kapazitit von 0,1 bis 2,5 pl (SL-Pette XE® Professional) und entsprechend fei-
nen Pipettenspitzen (beides Fa. SLG, Gauting).

Fiir die Desinfektionsmittelexposition wurden im Sinne der PSA-Dekontamina-
tion kurze Einwirkzeiten gewdhlt, beginnend mit 30 s oder 1 min, iiber 2, 3, 5
und 10 min. Der anschliefende Transfer der Keimtrdger in Neutralisations-
medium (NM), anfangs 12 ml, dann reduziert auf 10 ml, dem sogenannten
3-fach-Enthemmer nach Nattermann et al. (2005), beendete die PES-Wirkung.
Nachtragliches 10-miniitiges Schiitteln verstarkte die Ablésung der Sporen von
der Keimtrageroberflache.

Mit Neutralisationsmedien, die Keimtrédger enthielten, die fiir 30s oder 1-2 min
der PES exponiert waren, und in denen aufgrund dieser kurzen Einwirkzeiten
sowie in Abhdngigkeit von der PES-Konzentration noch reichlich vitale Spo-
ren angenommen werden konnten (auch belegt durch Vorversuche), erfolgte
nach 10-miniitigem Schiitteln eine dekadische Verdiinnung mit TSB-Medium
(Trypton-Soja-Bouillon). Anschliefend wurde aus NM und den Verdiinnungen
ein definiertes Volumen, in der Regel 2 X100 pl bzw. 2 x250 pl bei langeren Ein-
wirkzeiten (= 3 min), auf TS-Agarplatten (TSA) ausplattiert. Von den restlichen
Neutralisationsmedien mit Keimtrédgern, die 3, 5 und 10 min exponiert waren,
wurden 2x100 pl aus NM auf TSA aufgebracht. Entsprechend den Vorversu-
chen konnte in diesen Proben davon ausgegangen werden, dass nach Behand-
lung mit PES-Konzentrationen von = 0,25 % nur noch wenige bis keine Kolo-
nien mehr auf TSA nachweisbar waren. Aus diesem Grund wurden hier keine
Verdiinnungsreihen angefertigt. Trotzdem wurden zum Vergleich und auch im
Hinblick auf eine mdégliche Validierung der Keimtragertestung zuséatzliche Ver-
suche durchgefiihrt, in denen prinzipiell, unabhéngig von der Expositionszeit,
dekadische Verdiinnungsreihen bis 10® hergestellt wurden. Aus jeder dieser
Verdiinnungsstufen wurden 2 x 250 pl bzw. 2 x500 pl Medium auf TSA ausplat-
tiert.
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Durch Ausplattieren der Medien direkt nach Neutralisation (in den Experimen-
ten auch als ,,Direktausstriche” bezeichnet) wurde die Anzahl der keimungs-
fahigen Sporen (N) in Abhédngigkeit von Expositionszeit und PES-Konzentra-
tion durch Auszidhlen der Bakterienkolonien auf TSA ermittelt (KBE/ml) und
in Relation zu den Werten der Keimtréager, die mit reinem oder tensidhaltigem
Wasser behandelt wurden (Negativkontrollen = N,), der Reduktionsfaktor be-
rechnet (RF = log;, N, — log;, N). Dazu wurden die bei 37°C kultivierten TSA-
Platten erstmalig nach 24 h und weiterhin téglich, bis zu 4 Tagen (um auch ver-
zogertes Auskeimen zu erfassen) ausgewertet. Waren keine B. subtilis-typischen
Kolonien auf TSA-Platten nachweisbar, wurde dies als methodisch bedingte
maximal ermittelbare oder auch nur als maximal ermittelbare Sporenreduktion
bezeichnet (RF=log,, N,).

Pro Expositions- bzw. Einwirkzeit und PES-Konzentration wurden jeweils vier
Keimtrager eingesetzt und die Testungen in der Regel zwei- bis dreimal an
unterschiedlichen Tagen von teils unterschiedlichen Personen wiederholt, so
dass schlie3lich Werte von 8 bis 12 Keimtrdgern vorlagen. Fiir jeden Keimtrager
innerhalb einer Testung wurde der Reduktionsfaktor mit dem in dieser Testung
erhaltenen Mittelwert der unbehandelten Kontrollen bzw. Negativkontrollen
(N,) errechnet. Aus der Gesamtheit der Reduktionsfaktoren (8-12) pro Einwirk-
zeit und PES-Konzentration erfolgten die Berechnung der Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen und deren graphische Darstellung. Die Ermittlung der RF-
Werte aus den Direktausstrichen wurde auch als ,,Direktnachweis“ bezeichnet.

Bei nicht sichtbarem Wachstum von B. subtilis-Kolonien auf TSA verblieben
die Keimtrager bis zum Versuchsende (insgesamt 9 Tage, s.u.) im NM. Dies
garantierte, dass auch das Wachstum von keimungsfihigen Sporen erfasst
wurde, die nicht vom Keimtrager abgeldst oder evtl. nur reversibel geschadigt
wurden, unfihig in Fest-, jedoch fahig, in Fliissigmedium auszukeimen. Daher
wurden die Neutralisationsmedien mit den darin verbliebenen Keimtragern
fiir 7 Tage bei 37 °C inkubiert, anschliefend wiederum je 100 pl NM auf TSA-
Platten ausgestrichen und diese sowie weiterhin die Neutralisationsmedien,
48 h bei 37 °C bebriitet. Ermittelt wurde der prozentuale Anteil an Keimtragern
bzw. Neutralisationsmedien mit spezifischem Wachstum im Verhéltnis zu der
Gesamtzahl der getesteten Keimtrager pro Einwirkzeit und PES-Konzentration.
Die Auswertungen wurden den Ergebnissen der Direktausstriche gegeniiber-
gestellt (beide Resultate sind in Diagrammform in den entsprechenden Abbil-
dungen dargestellt).
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Modell 1: Tauchverfahren

Auftragen der Sporensuspension auf Keimtrager (KT)
5x2ul

Trocknen der Sporensuspension
~ 40 min in halbgeoffneter Petrischale

Transfer des KT in 15 ml-Réhrchen

Uberschichten mit 1 ml Desinfektionsmittel
\/ Einwirkzeiten 30 s, 1, 2 und 5 min

Zugabe von 9 ml Neutralisationsmedium (NM)
10 min schitteln (500 rpm)

/7 Direktausstrich auf Agarplatten (TSA)
\/ aus NM und Verdiinnungen

(Direktnachweis)
2 x 100 pl oder 2 x 250 pl

Inkubation NM + KT fiir 7 Tage bei 37 °C

Ausplattieren von 100 pyl NM auf TSA

Schematische Darstellung des Keimtrédgermodells 1 (Tauchverfahren). Der Keimtrager wird
vollstdndig mit Desinfektionsmittel liberschichtet bzw. darin eingetaucht.
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Modell 2: Uberschichtung ohne Mechanik

Auftragen der Sporensuspension auf Keimtrager (KT)
5x2upl

Trocknen der Sporensuspension
~ 40 min in halbgedffneter Petrischale

Uberschichten mit Desinfektionsmittel
100 pl PES oder 50 pl PES/Tensid
Einwirkzeiten (30 s), 1, 2, 3, 5 und 10 min

KT mit PES (50 i) KT mit PES/SDS (50 p) Transfer des Keimtrégers in 10 ml

Neutralisationsmedium (NM)
10 min schutteln (500 rpm)

Direktausstrich auf Agarplatten (TSA)
aus NM und Verdiinnungen
(Direktnachweis)

2 x 100 pl oder 2 x 250 pl

Inkubation NM + KT fiir 7 Tage bei 37 °C

Ausplattieren von 100 pl NM auf TSA

Schematische Darstellung des Keimtrédgermodells 2. Die kontaminierte Oberfléche des Keim-
tragers wird mit 100 pl bzw. 50 pl Desinfektionsmittel tropfenférmig iiberschichtet ohne zusétzliche
Verteilung des Desinfektionsmittels (Uberschichtung ohne Mechanik).
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Modell 3: Uberschichtung mit Mechanik

Q Auftragen der Sporensuspension auf Keimtrager (KT)
5x2ul

Trocknen der Sporensuspension

il ~ 40 min in halbgeéffneter Petrischale

Auftragen und Dispersion von
Keimtrager in Petrischale 10 pl PES/SDS auf 2 cm?
Einwirkzeiten (30 s), 1, 2, 3, 5 und 10 min

10 pl PES/Tensid
‘ Transfer des Keimtrégers in 10 ml

D Neutralisationsmedium (NM)
10 min schutteln

Direktausstrich auf Agarplatten (TSA)
aus NM und Verdiinnungen
(Direktnachweis)
2 x 100 pl oder 2 x 250 pl

Inkubation NM + KT fur 7 Tage bei 37 °C

Ausplattieren von 100 pl NM auf TSA

Schematische Darstellung des Keimtrédgermodells 3. 10 pl Desinfektionsmittel werden innerhalb
von 20 s iiber die kontaminierte und umgebende Fliche (2 cm?) des Keimtrégers mit Hilfe einer Plas-
tikdse ausgestrichen (Uberschichtung mit Mechanik), so dass die gesamte Fliche mit einem diinnen
Desinfektionsmittelfilm iiberzogen ist.
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3.1.1  Untersuchungen der Priifmodelle 1-3
mit unterschiedlichen PES-Konzentrationen = SDS

Die Wirksamkeit der PES gegeniiber den Bacillus subtilis-Sporen wurde in den
Keimtragermodellen in Konzentrationen von 0,125 (pH 3,5), 0,25 (pH 3,3), 0,5
(pH 3,0) bzw. 1,0 % PES (pH 2,8) getestet und die Sporenreduktion im Direkt-
nachweis durch Ermittlung des Reduktionsfaktors bestimmt. In den Priifmodel-
len 1 (Tauchmodell) und 2 (Uberschichtung ohne Mechanik) wurde, wie schon
unter 3.1 erwdhnt, die PES ohne oder in Kombination mit 0,2 % SDS (+SDS)
eingesetzt, in dem Priifmodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik) erfolgte im
Falle von Bacillus-Sporen als kontaminierendes Agens die Testung immer mit
SDS- bzw. Tensidzusatz.

3.1.2  Anwendung von Priifmodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik)
zur Bestimmung der sporiziden Wirksamkeit der PES unter
unterschiedlichen Versuchshedingungen

Trotz der niedrigen Desinfektionsmittelmenge und der mechanischen Applika-
tion erschien Modell 3 aufgrund der Versuchserfahrungen als ein reproduzier-
bares Priifsystem und wurde aufgrund der praxisnahen Testbedingungen zur
Testung von fiir die PSA-Dekontamination relevanten Parametern eingesetzt.
Hierzu wurden Sporen von B. subtilis und dazu, wenn nicht anders erwahnt,
Keimtriger aus Tychem® F-Material verwendet. Die Untersuchungen sollten
Aussagen iiber die PES-Effektivitdit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
unter den unterschiedlichen Versuchsbedingungen (3.1.2. 1-2) liefern und
damit auch Aussagen zur Robustheit des Modellsystems im Hinblick auf die
Modellstandardisierung.

3.1.2.1 Verwendung unterschiedlicher PSA-Materialien als Keimtrager

Neben den Keimtragern aus Tychem® F wurden auch Keimtriger aus Butylkau-
tschukmaterial zur Herstellung von Schutzhandschuhen, aus Schutzstiefeln
und aus dem Sichtschutz des Vollschutzanzugs Astro Protect® C hergestellt. Die
Sterilisation der Keimtréger erfolgte durch UV-Bestrahlung (3.1) oder im Falle
des dicken Stiefelmaterials durch Autoklavieren bei 121 °C fiir 20 min. Die kon-
taminierten Keimtrager wurden mit 0,5 % und 1,0 % PES in Kombination mit
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0,2 % SDS (PES/SDS) behandelt. Hier stellte sich die Frage, ob auch diese PSA-
Oberflichen (2 cm?) mit dem diinnen Desinfektionsmittelfilm (Uberschichtung
mit Mechanik) effektiv dekontaminiert werden kénnen.

3.1.2.2 Einfluss unterschiedlicher Umweltbedingungen
(Temperatur, organische Belastung) auf die PES-Wirksamkeit

Die sporizide Wirkung von 1,0 % PES wurde bei -5°C, 0°C und +10 °C unter-
sucht. Samtliche fiir die Versuche notwendigen Gerdte und Hilfsmittel sowie
die PES wurden in einem Klimaschrank (Fa. Binder) auf die gewiinschte Tem-
peratur gebracht und die kontaminierten Keimtrager entsprechend exponiert.

Zur Testung der PES-Wirksamkeit unter organischer Belastung wurde die
Sporensuspension mit einer Mischung aus 25,0 % Pferdeserum und 10,0 %
Silikagel in dest. Wasser im Verhiltnis 1:2 versetzt und pro Keimtrager 10 x2 pl
Spots sowie in Parallelversuchen Sporensuspension (5x2 pl) und die Serum/
Silikagel-Mischung einzeln in dem 2-cm?2-Areal aufgetragen. Die Behandlung
erfolgte mit 10 pl 0,5 % bzw. 0,5 % und 1,0 % PES/SDS.

3.1.2.3 Testung der PES mit kommerziellen Detergenzzusétzen

Im Vergleich zu SDS wurden das fiir Wofasteril® E-Produkte erhiltliche Ten-
sidadditiv Alcapur® N (zur Anwendung im Schaumverfahren) und das von
den Feuerwehren hiufig bevorratete Pufferadditiv Alcapur® getestet. Alca-
pur®N, das 45 % SLES enthilt, wurde in allen Versuchen in einer Konzentra-
tion von 0,5 % eingesetzt, entsprechend einem Tensidgehalt von 0,2 % (exakt:
0,225 %). Das Produkt Alcapur® mit einem Natriumhydroxidgehalt von <15 %
und 5 - <15 % anionischen Tensiden bewirkt als Pufferadditiv eine Reduzierung
der Korrosivitdat und des stechenden Geruches der PES. Um dies zu erreichen,
empfiehlt der Hersteller das Mischungsverhiltnis 1:4, d.h. 1 Teil Wofasteril®
E 400 und 3 Teile Alcapur® in Wasser, z. B. 0,5 % Wofasteril® E 400 kombiniert
mit 1,5 % Alcapur®.

Folgende PES-Konzentrationen und -Kombinationen wurden mit Sporen von

B. subtilis (zusdtzlich und im Vergleich zu PES/SDS) auf ihre sporizide Wirkung
getestet:
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* 0,5 % PES (1,25 % Wofasteril® E 400) kombiniert mit 0,5 % Alcapur® N

1,0 % PES (2,5 % Wofasteril® E 400) kombiniert mit 0,5 % Alcapur® N

1,0 % PES (2,5 % Wofasteril® E 400 = W) kombiniert mit 2,5 % Alcapur® =

A (Verhaltnis 1:2, d. h. 1 Teil W und 1 Teil A)

* 1,0% PES (2,5% Wofasteril® E 400) kombiniert mit 7,5% Alcapur®
(Verhiltnis 1:4, d. h. 1 Teil W und 3 Teile A)

Die entsprechenden Volumina der konzentrierten Losungen wurden in dest.
Wasser gegeben, zuerst Alcapur®, dann Wofasteril® E 400 (nach Herstelleranga-
ben). Die hier eingesetzten Wofasteril®- und Alcapur®-Konzentrationen waren
deutlich héher als die Herstellerempfehlungen fiir eine bakterizide, fungizide
oder viruzide Wirkung (s. 0.).

3.1.3 Bewertung des Keimtrager-Priifverfahrens mit Natriumhypochlorit
als sporizide Substanz

Zur Prifung der Effektivitdt der Modellsysteme mit anderen Desinfektions-
mitteln wurde Natriumhypochlorit als ein anerkanntes sporizides Desinfek-
tionsmittel eingesetzt (WHO, 1989). Natriumhypochlorit wurde sowohl
in gepufferter Form, mit 0,05 M PBS, pH 7, als auch ungepuffert, pH 10, in
Konzentrationen von 250 bzw. 500 bis 10.000 ppm freiem Chlor gegen B. sub-
tilis-Sporen auf Tychem® F-Keimtrigern getestet. Mit zunehmender NaClO-
Konzentration stieg auch der pH-Wert an, bis pH 8,4 in der gepufferten Lésung
und bis pH 12 in der ungepufferten Losung. Da den Lésungen kein Tensid zuge-
setzt wurde, fand die Exposition mit 100 pl NaClO nach dem Prinzip Uberschich-
tung ohne Mechanik (Priifmodell 2) statt. Der ungepufferten NaClO-Losung
wurden die Sporen bis zu 50 min ausgesetzt (Abb. 17).
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3.2  Anwendung von Priifmodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik)
zur Untersuchung der Wirksamkeit von PES gegen Sporen von
Bacillus anthracis

Nach ausreichender Testerfahrung mit Sporen von B. subtilis als mdgliches Sur-
rogat fiir B. anthracis-Sporen wurden die Keimtrdgermodelle auf ihre Effizienz
mit dem eigentlichen biologischen Gefahrstoff und der PES als Desinfektions-
mittel getestet. Die Versuche mit B. anthracis-Sporen erfolgten ausschlie3lich
unter BSL3-Bedingungen (Biosafety Level 3). Fiir die Untersuchungen standen
Sporen von Stammen unterschiedlicher Pathogenitdt (Fehlen oder Vorhanden-
sein eines oder beider Virulenzplasmide, pXO1 und pX02) zur Verfiigung, die
nach EN 14347:2005 auf Mangansulfat-Agar produziert worden waren.

Die Sporen folgender B. anthracis-Stamme wurden untersucht: B. anthracis
CDC 10114 (W), B. anthracis Stamatin, Sokol (S), B. anthracis B 1138, B. anthracis
B 2239 und B. anthracis 527 (Klee et al., 2006).

Die Versuche wurden mit Sporenkonzentrationen von ca. 4-8x10% KBE/ml
durchgefiihrt. Aufgrund der zeitlichen und rdumlichen Limitierung im
BSL 3-Labor wurden in diesen Versuchsansatzen anstelle von vier jeweils nur
zwei Keimtréager pro Einwirkzeit und Konzentration getestet und aus Sicher-
heitsgriinden die Volumina der aus 10 ml NM inkl. Keimtrager herzustellenden
10-fach-Verdiinnungen auf 500 pul (450 pl + 50 pl) bzw. 750 pl (675 pl + 75 pl) in
2,0-ml-Plastikrohrchen mit Schraubverschluss reduziert. Da sich die Sporen der
B. anthracis-Stamme gegeniiber 1,0 % PES resistenter erwiesen als die Sporen
von B. subtilis ATCC 6633 wurde die PES-Konzentration auf 2,0 % erh6éht und
diese Konzentration unter Zusatz von Tensiden vorwiegend nach der Methode
,Uberschichtung mit Mechanik® (Priifmodell 3) getestet. Die Expositionszeiten
betrugen, dhnlich wie mit B. subtilis-Sporen, 1, 2, 3, 5 und 10 min . Neben den
Resultaten der Direktausstriche gingen auch die Ergebnisse der Verdiinnungs-
reihen in die Bewertungen und graphischen Darstellungen mit ein. Diesbeziig-
lich erfolgte eine ,theoretische” Berechnung der KBE/ml und des Reduktions-
faktors entsprechend dem unter 3.4 dargestellten Verdiinnungsschema.
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Folgende PES-Konzentrationen und -Kombinationen wurden mit Sporen von
B. anthracis auf ihre sporizide Wirkung getestet:

* 1,0 % PES (2,5 % Wofasteril® E 400) kombiniert mit 0,2 % SDS

2,0 % PES (5,0 % Wofasteril® E 400) kombiniert mit 0,2 % SDS

2,0 % PES (5,0 % Wofasteril® E 400) kombiniert mit 0,5 % Alcapur® N

* 2,0% PES (5,0% Wofasteril® E 400) kombiniert mit 15,0 % Alcapur®
(Verhiltnis 1:4, d. h. 1 Teil W und 3 Teile A)
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3.3  Testung der Tenazitit der Bacillus-Sporen

Die Bestimmung der chemischen Tenazitédt der hergestellten Sporenpripara-
tionen erfolgte nach EN 14347:2005 mit den unten angegebenen Modifika-
tionen. Die Bestimmung konzentrierte sich durch die Zielsetzung, die Testung
von PES als exemplarisches Desinfektionsmittel, im Wesentlichen auf die
Untersuchung der Tenazitit bzw. Toleranz der verwendeten Sporen gegen PES.
Die Toleranz gegen Glutardialdehyd, als in der Norm vorgegebene zweite Sub-
stanz zur Testung der chemischen Tenazitédt von Priifsporen, wurde im Verlauf
der Arbeit weniger mit den hergestellten Sporenpraparationen untersucht. Da
mit den Sporenpraparationen von B. subtilis ATCC 6633 nicht die vorgegebene
PES-Toleranz, sondern niedrigere Toleranzwerte bzw. hohere Reduktions-
faktoren erreicht wurden (s. Abb. 16 A), wurde fiir diese Sporenpréaparationen
zusatzlich zu der vorgeschriebenen PES-Konzentration von 0,05 % auch
die Tenazitdt gegeniiber 0,025 % PES bei der vorgegebenen Einwirkzeit von
15 min bestimmt.

Die Tenazitatsuntersuchungen mit Sporen von B. anthracis erfolgten mit
0,05 % und 0,1 % PES entsprechend der Testung von B. cereus ATCC 12826.
Der B. cereus-Stamm ist neben B. subtilis ATCC 6633 auch als Priifstamm in der
Norm vorgegeben. Mit diesen Sporen soll nach 15 min Exposition mit 0,01 %
PES ein Reduktionsfaktor von 1,25 + 0,5 erreicht werden.

Auf der Suche nach einem geeigneten Surrogat fiir die gegeniiber den B. subti-
lis-Sporen PES-resistenteren B. anthracis-Sporen wurden Sporen von B. thurin-
giensis DSM 350 hergestellt und ihre PES-Toleranz bestimmt. Fiir Sporen von
B. thuringiensis liegen keine Normvorgaben vor. Die Tenazitdtsbestimmung
der Sporenprédparationen des B. thuringiensis-Stammes DSM 350 erfolgten
nach Vorversuchen mit PES-Konzentrationen zwischen 0,1 % und 0,3 %. Die
Verwendung von Sporen der Spezies B. thuringiensis als Surrogatsporen war
auch insofern interessant, als sie, dhnlich wie die Sporen von B. anthracis und
B. cereus, mit einer zusatzlichen dufleren Hiille, dem Exosporium, umgeben
sind, das B. subtilis-Sporen fehlt. B. thuringiensis ist wie B. subtilis in die Risiko-
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gruppe (RG) 1 eingestuft und somit gegeniiber B. cereus (RG 2) auch fiir Versuche
aullerhalb von BSL 2-Laborbedingungen einsetzbar.

Gegeniiber den Angaben der Norm wurden fiir die Test- und Kontrollansétze
kleinere Volumina mit gleichen Verhiltnissen gewdhlt und diese ,,Midi-“ (von
10 ml reduziert auf 5 ml) oder ,,Mini-Ansdtze*“ (500 pl) lieferten im Vergleich
zum Originalvolumen bzw. zum 5 ml-Ansatz identische, gut reproduzierbare
Ergebnisse. Die Mini-Ansdtze waren einerseits materialsparend und erhéhten
andererseits die Sicherheit der Tenazitdtstestung mit B. anthracis-Sporen unter
BSL3-Bedingungen.
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3.4  Untersuchung der PES-Wirksamkeit gegen Sporen von Bacillus
thuringiensis als Surrogat fiir Bacillus anthracis

Infolge der Keimtragertestungen und der Tenazitdtsstudien zeigte sich, dass die
Sporen der B. anthracis-Stimme insgesamt resistenter gegeniiber PES waren
als die fiir die Modellentwicklung verwendeten B. subtilis-Sporen. Infolgedes-
sen wurden Sporenpraparationen von B. cereus ATCC 12826 und B. thuringiensis
DSM 350 als mogliche Surrogate getestet. Aufgrund der Tenazitdtsergebnisse
und der Einstufung als RG 1-Organismus, auch im Hinblick auf die geplanten
Umsetzungen der Laborergebnisse in die Praxis, wurden die Sporen von B. thu-
ringiensis, Stamm DSM 350, als Surrogat fiir die Keimtragermodelle favorisiert.
Diese Sporen wurden in den Keimtragermodellen 2 und 3 zur Untersuchung der
PES-Wirksamkeit eingesetzt. Obwohl die Sporen dieses B. thuringiensis-Stammes
eine noch hoéhere PES-Resistenz aufwiesen als die Sporen der untersuchten
B. anthracis-Stamme (s. Abb. 16 B) konnte in Vorversuchen mit 2,0 % PES eine
hohe Sporenreduktion nachgewiesen werden. Die weiteren Untersuchungen
erfolgten hauptsachlich von bis zu 5 log, ,-Stufen nach 3 min Einwirkzeit mit dem
Priifmodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik). Die daraus resultierenden Ergeb-
nisse waren auch von Interesse im Hinblick auf den Einsatz dieses Priifmodells als
Standardpriifverfahren zur Testung der sporiziden Wirkung von Desinfektions-
mitteln auf PSA mit B. thuringiensis-Sporen als Modellorganismus.

Die Sporenreduktion bzw. die Reduktionsfaktoren in Abhangigkeit von der Ein-
wirkzeit der 2 %igen PES-Losung wurden nicht nuranhand der Direktausstriche
ermittelt (KBE/ml NM), sondern auch, wie in den Versuchen mit B. anthracis,
das Wachstum in den TSB-Verdiinnungsreihen (dekadische Verdiinnungen) mit
beriicksichtigt. Die Verdiinnungsreihen wurden nach folgendem Schema her-
gestellt (siehe Abbildung auf Seite 49).

Die RF-Werte der Verdiinnungsreihen wurden wie folgt berechnet: Bei der
Berechnung wurde davon ausgegangen, dass bei einem ausschlief3lich nur im
Neutralisationsmedium (10 ml) nachweisbaren Wachstum (Verdiinnung 10°)
weniger als 2 KBE/ml (log,, = < 0,3) vorhanden sind. Zeigt sich auch in der ersten
Verdiinnungsstufe Wachstum (0,5 ml NM in 4,5 ml TSB), sollten maximal 190
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500p 10" 102 10° 10*

Schema der Verdiinnungsreihen
mit B. thuringiensis |/ [~ | [ | ------ >

10 mI NM
——45mITSB—— ------ -

50 pl bzw.
754l 10" 102 10° 10*

Schema der Verdlinnungsreihen
mit B. anthracis V V V V ------ >
450 pl bzw.

10 mi NM 675 ul TSB

Sporen in 10 ml NM, d. h. 19 KBE/ml NM (log,, = 1,3) vorhanden sein. Ubertra-
gen auf B. anthracis-Sporen erhoht sich dieser Wert auf 190 oder 133 KBE/ml
NM, da aus 10 ml NM lediglich 50 pl bzw. 75 pl in 450 pl bzw. 675 pl iibertra-
gen wurden (s. 0.). Die RF-Werte der Verdiinnungsreihen sind in den Diagram-
men den RF-Werten der Direktausstriche gegeniibergestellt. Der Aspekt, dass
moglicherweise am Keimtrager haftende Sporen die Ursache fiir ein nur im
Neutralisationsmedium nachweisbares Wachstum sind, blieb dabei unberiick-
sichtigt, sollte aber vernachlassigbar sein, da das Wachstum in den Verdiin-
nungen der Kontrollen (kontaminierte Keimtrager, die mit dest. Wasser oder
Tensidlosung behandelt wurden) immer mindestens der eingesetzten Sporen-
menge entsprach. In jeder Testung wurden 2 Kontrollkeimtrager mitgefiihrt und
dementsprechend 2 unabhéngige Verdiinnungsreihen angefertigt.

Im Hinblick auf die Validierung des Standardpriifverfahrens zum Nachweis
der Sporizidie von Desinfektionsmitteln auf PSA wurden auch hier, wie in
den Versuchen mit B. subtilis, vergleichende Untersuchungen durchgefiihrt,
in denen, unabhdngig von der Einwirkzeit, von allen Neutralisationsmedien
Verdiinnungsreihen bis zu 10 angefertigt wurden und jeweils 2 x500 pl auf
TSA ausplattiert wurden.
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Wie mit B. subtilis-Sporen wurde auch mit den B. thuringiensis-Sporen die
Belastbarkeit des Modells und der PES-Lésung mit 12,5 % Pferdeserum und
5,0 % Silikagel gepriift und dabei im Hinblick auf die praxisnahe Anwendung
2,0 % PES kombiniert mit Alcapur® N anstelle von SDS getestet.

Folgende PES-Konzentrationen und -Kombinationen wurden mit Sporen von
B. thuringiensis in erster Linie auf ihre sporizide Wirkung und vorwiegend im
Priifmodell 3 getestet:

* 2,0 % PES (5,0 % Wofasteril® E 400) ohne und in Kombination mit 0,2 % SDS

* 2,0 % PES (5,0 % Wofasteril® E 400) kombiniert mit 0,5 % Alcapur® N

e 2,0 % PES (5,0 % Wofasteril® E 400) kombiniert mit 5,0 % Alcapur® (Ver-
hiltnis 1:2, d. h. 1 Teil W und 1 Teil A)

* 2,0 % PES (5,0 % Wofasteril® E 400) kombiniert mit 15,0 % Alcapur® (Ver-
haltnis 1:4, d. h. 1 Teil W und 3 Teile A)
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3.5  Anwendung von Priifmodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik)
zur Untersuchung der Wirksamkeit von PES gegen Vaccinia-
Virus und Adenovirus

Das als Standardpriifverfahren favorisierte Modell 3 wurde zur Untersuchung
der Wirksamkeit von PES gegen behiillte (Vaccinia-Virus, Stamm Elstree) und
unbehiillte Viren (Adenovirus Typ 5) eingesetzt (Abb. 4 und 5). Die quantitative
Bewertung der PES-Wirksamkeit gegen Vaccinia-Virus erfolgte mit dem Plaque-
Test (PFU/ml) unter Verwendung von Vero E6-Zellen in 24-Well-Platten nach
einem in der Abteilung ZBS 1 des RKI etablierten Testverfahren (Abb. 4). Fiir Ade-
novirus wurde ein in FG 14 des RKI etabliertes Nachweisverfahren eingesetzt.
Mit Adenovirus erfolgte die Bestimmung der infektiésen Dosis (TCIDg,/ml NM)
mittels Endpunktverdiinnung (Bonin, 1973) durch die mikroskopische Bewer-
tung des zytopathischen Effektes (CPE) auf A 549-Zellen in 96-Well-Platten
(Abb. 5). In beiden Tests wurde die viruzide Wirkung der PES durch Ermittlung
der Reduktionsfaktoren (RF/ml) bestimmt.

Die PES wurde in Konzentrationen von 0,001 % bis 1,0 % getestet. Im Falle von
Vaccinia-Virus wurde die PES vorwiegend ohne Tensidzusatze eingesetzt, da anzu-
nehmen war, dass SDS alleine schon, durch Zerstérung der Hiille, die Infektiosi-
tat der Viren reduziert (Kayser et al., 1998). Die Tensidzusidtze wurden ohne PES
getestet. Mit Adenovirus wurde die Wirkung der PES ohne und mit Tensidzusét-
zen sowie letztere auch ohne PES untersucht (Tabellen 1 und 2). Auch im Falle der
Viren wurden Keimtréager aus Tychem® F (KeimtrigergréRRe: 2,0x2,0 cm) mit 10 pl
(5x2 pl) Virussuspension kontaminiert (~108 Viren/ml) und mit 10 pl PES +Ten-
side behandelt. Da die Viren in Zellkulturmedium vorlagen, reichte der Gehalt an
adhdsiven Substanzen aus, um mit 10 pl PES auch ohne Tensidzusatz einen diin-
nen Fliissigkeitsfilm innerhalb des 2 cm? groBen Keimtragerareals zu generieren.
Nach Einwirkzeiten von 1 und 2 min, z.T. auch 1,5 min, wurden die Keimtrager
in 5,0 ml Neutralisationsmedium {tiberfiihrt. Als Neutralisationsmedium wurde
sowohl 0,3 % Natriumthiosulfat in PBS verwendet (im Falle von Adenovirus auch
unter Zusatz von 0,1 % Triton) als auch Zellkulturmedium (DMEM bzw. EMEM mit
L-Glutamin, 10 % fetalen Kélberserum u.a. Zusétzen). Natriumthiosulfat wurde
1:10 mit Zellkulturmedium verdiinnt bevor es mit den Zellen inkubiert bzw. auf den
Zellrasen aufgebracht wurde, so dass die Testung mit der Verdiinnung 10! startete.
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Modell 3: Plaque-Test (Vaccinia-Virus)

2 x 2 cm Keimtrager aus Tychem®F
Auftragen der Viren in Areal 1 (5 x 2 pl) = 1,2 x 10° Viren/10 pl
~ 40 min Antrocknen
PES

Ausstreichen von 10 pl PES (1% - 0,001 %) Uiber Areale 1 + 2 (2 cm?)
Einwirkzeiten 1-2 min

Transfer des Keimtragers in 5 ml Neutralisations-
bzw. Zellkulturmedium

. 3 —
Vorbereitung: Anlegen von Verdinnungsreihen (10° bzw. 10-'-10) -
24-Well-Platte mit je

200 pl Zellsuspension/Well
(1,5 x 10° Zellen (Vero E6)/ml) Zugabe von 250 pl Verdiinnung/Well

CO,-Inkubator 4 h bei 37 °C
Uberschichten mit 400 pl CMC

CO,-Inkubator 4 Tage bei 37 °C
Fixieren der Zellen mit Formaldehyd,
Farben mit Naphthol Blue Black

Auszahlen der Plagues

Bestimmung der PFU/mI NM (log PFU/mI)
(RF =log PFU N, - log PFU N)

—_— e

6008 &9
| ©0-.

Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit Vaccinia-Virus als kontaminierendes Agens
im Keimtrigermodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik). PES wurde vorwiegend ohne Tenside eingesetzt.
Der Nachweis der viruziden Wirkung von PES erfolgte mit dem Plaque-Test mit Vero E6-Zellen. Die Uber-
schichtung der Zellen mit CMC (Caroxymethylcellulose)-haltigem Medium verhinderte ein Ausbreiten der
Viren {iber den gesamten Zellrasen.

Verdg.: 107 02 10® 10* 10°® 10°® 10*
-~

+CMC
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Modell 3: Endpunktverdiinnung (Adenovirus)

Auftragen der Virensuspension 5 x 2 pl
(1 x 108 Viren) auf Keimtrager
~ 40 min Antrocknen

PES
Auftragen und Dispersion von
10 pl PES auf 2 cm?
Einwirkzeiten 1 — 2 min i
Transfer des Keimtragers in 5 ml m
Neutralisations- bzw. Zellkulturmedium
Vorbereitung: Anlegen von Verdinnungsreihen (10° bzw. 10" - 10%)
96-Well-Platte mit je
100 pl Zellsuspension/Well
(1,5 x 10° Zellen (A 549)/ml) Zugabe von 100 pl Verdiinnung/Well
CO,-Inkubator 20 h bei 37 °C (6-8-fache Bestimmung)

CO,-Inkubator 3 Tage bei 37 °C

800888308
8833333838 Zugabe von 50 pl/Well Zellkulturmedium
000000000
000000000
000000000
000000000

CO,-Inkubator 4 Tage bei 37 °C
Mikroskopische Bewertung der Zellrasen

Berechnung des Virustiters in TCID, /ml (log TCID,,/ml)
(RF = log TCID, N, - log TCID,,;, N)

Schematische Darstellung des Versuchsablaufs mit Adenovirus als kontaminierendes Agens im
Keimtragermodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik). Die PES wurde mit und ohne Zusatz von Tensiden
eingesetzt. Der Nachweis der viruziden Wirkung von PES erfolgte durch Bestimmung der infektidsen
Dosis TCID5o/mI mittels Endpunkt-Titration mit A 549-Zellen.
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Der Einsatz von Zellkulturmedium als Neutralisationsmittel ermoglichte
die Ermittlung hoherer Reduktionsfaktoren, da es direkt nach Anfertigen der
dekadischen Verdiinnungsreihe als 10°-Verdiinnung mit den Zellen inkubiert
bzw. auf den Zellrasen aufgebracht werden konnte. Dadurch konnte die Nach-
weissensitivitdt um eine Zehnerpotenz gesteigert werden. Nach Anfertigen der
dekadischen Verdiinnungsreihen mit Zellkulturmedium wurden im Falle von
Vaccinia-Virus definierte Volumina zur gleichen Zeit mit Vero E6-Zellen in die
KulturgefdBe (24-Well-Platten) pipettiert oder die Verdiinnungen wurden, wie
im Falle des Adenovirus auf einen subkonfluenten Zellrasen (A 549-Zellen) in
96-Well-Platten aufgetragen (je 6 bzw. 8 Wells pro Verdiinnung). Bei Adeno-
virus wurde nach 3-tdgiger Inkubation der Platten bei 37 °C im CO,-Inkubator
50 pl Zellkulturmedium pro Well zugegeben, um die Zellvitalitdt zu sichern,
d. h. ein evtl. vorzeitiges Absterben der Zellen, unabhéngig von der Aktivitat der
Viren, zu verhindern, um somit nach insgesamt 7-tagiger Inkubationszeit den
CPE bewerten zu kénnen (Abb. 5). Mit beiden Viren erfolgte die Durchfiihrung
von 2-3 unabhidngigen Versuchsreihen pro relevanter PES-Konzentration und
1 min Einwirkzeit (Tabellen 1 und 2).
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3.6  Anwendung der Priifmodelle 2 und 3 (Uberschichtung ohne
und mit Mechanik) zur Untersuchung der Wirksamkeit von PES
gegen Rizin

Auch zur Bestimmung der PES-Wirkung gegen Rizin wurde bevorzugt Modell 3
eingesetzt (Abb. 6), jedoch im Verlauf der Untersuchungen auch die Wirksam-
keit im Modell 2 ermittelt. Ahnlich wie bei Viren wurde im Priifmodell 3 (Uber-
schichtung mit Mechanik) PES mit und ohne Tensidzusitze sowie die Wirkung
der reinen Tensidldsungen getestet. Auf Tychem® F-Keimtriger wurde 1x1 pl
Rizinrohextrakt (5 mg Rizin/ml) tropfenférmig aufgetragen (Spot) und nach
dem Antrocknen mit 10 pl PES-Losung behandelt. Nach Vorversuchen mit
unterschiedlichen PES-Konzentrationen wurden schlief3lich 2,0 % PES einge-
setzt und Expositionszeiten von 5, 10 und 15 min gewahlt, wobei allerdings mit
zunehmender Expositionszeit ein Antrocknen der PES/Tensid-Losung vom Rand
her zu beobachten war und mit PES ohne Tensid die adh&siven Zusatze im Rizin-
rohextrakt nicht ausreichten, um Kohdsion der PES-Losung vollstandig zu ver-
hindern. Unter Anwendung der Technik von Modell 2 wurde der Rizinspot mit
10 pl PES-Losung ohne mechanische Verteilung iiberschichtet. Vergleichsweise
erfolgte auch die Auftragung von 3 x 2 pl Rizinrohextrakt und Dekontamination
mit 10 pl PES + Tenside mit Mechanik und 50 pl PES +Tenside mit und ohne
Mechanik (Modelle 3 und 2). Nach den verschiedenen Einwirkzeiten wurden die
Keimtrager in 20 ml PBS-Losung iiberfiihrt, die Lésung mittels Ultrafiltration
aufkonzentriert (10 kD-Filter, Fa. Amicon) und in Zytotoxizitdatsmedium aqui-
libriert (Endvolumen 500 pl). Die Effizienz der PES-Wirkung wurde mit dem
MTT-Zytotoxizitdtstest in 96-Well-Platten nach Pauly et al. (2009) ermittelt.
Zur Erhéhung der Sensitivitdt, d.h. der Extinktionsdifferenz zwischen unge-
hemmtem Zellwachstum (Vitalitdt der Zellen = 100 %) und zytotoxischer Wir-
kung, wurden in Abwandlung der Testvorgaben zu 50 pl Zellsuspension direkt
ohne Vorinkubation 50 pl der Probenldésung pipettiert (Abb. 6). Nach Inkubation
bei 37°C fiir 48 h im CO,-Brutschrank wurde der Zytotoxizitdtsassay durchge-
fithrt. Die Detektion von vitalen Zellen erfolgte durch den Nachweis der Aktivi-
tat zellularer Reduktionsdquivalente, die wasserlosliches gelbes Titrazoliumsalz
(MTT) in blaues wasserunldsliches Formazan umwandeln. Aus den gemessenen
Extinktionen wurde, wie in Abbildung 6 dargestellt, die Vitalitédt der Zellen (%)
im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (100 %) ermittelt (Formel s. Abb. 6).
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Modell 3: Zytotoxizitdtsassay (Rizin)

1 pl Rizinrohextrakt (5 pg Rizin) auf
Keimtrager (KT) antrocknen lassen
Dispersion von 10 pl PES-L6sung auf 2 cm?

Zytotoxizitatsassay Transfer des KT in 20 ml PBS

10 min schitteln
Kultivierung von Verozellen
2 x 10 ml PBS auf Amicon-Filter 10 KD

1 x 10 ml Zytotox. Medium
je 8 min bei 5.000 g zentrifugieren

Ernte der Zellen
Aufnahme in Zytotox. Medium

50 pl Zellsuspension/Well in Sterilfiltration des Uberstandes
96-Well-Platte (2 x 10° Zellen/ml)

+ 50 pl Filtrat (Probe) 500 pl Filtrat

0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000
0000000

CO,-Inkubator 48 h bei 37 °C

0000009
000000Q
0000009
©00000Q
0000000
000000Q
000000Q
©00000Q
0000009

1x Waschen mit Zytotox. Medium

Zugabe von MTT-Reagenz,
CO,-Inkubator 4 h bei 37 °C

§§§§§§§§§ Zugabe von Solubilisationsl&sung,
) Hons

988388333 1 h Inkubation bei 23 °C

000000000

000000000

000000000

Messung bei 570 nm

positiv

E-
Berechnung der Zellvitalitat (%) nach (—————— x 100)

negativ _ —positiv

Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Testung von Rizin als kontaminierendes
Agens im Keimtragermodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik). PES wurde mit und ohne Tenside ein-
gesetzt. Der Nachweis der Rizininaktivierung durch PES erfolgte mit dem Zytotoxizititsassay mit Vero-
Zellen. Die Berechnung der Zellvitalitét (%) erfolgte anhand der gemessenen Extinktionen: E = Extink-
tion der Probe, E g, = Mittlere Extinktion der mit 3,3 ng Rizin behandelten Zellen (Positivkontrolle),
E negativ = Mittlere Extinktion der unbehandelten Zellen (Negativ- bzw. Zellkontrolle).
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In der Regel wurden mindestens 2 unabhéangige Versuche durchgefiihrt mit je
4-8 Wells pro Probe (1 Keimtrager/Zeit und Desinfektionsmittelzusammen-
setzung). Die berechneten Werte der Zellvitalitédt aus den einzelnen unabhéngi-
gen Versuchen in Abhédngigkeit von den entsprechenden Versuchsbedingungen
wurden zusammengefasst und daraus die Mittelwerte sowie Standardabwei-
chungen berechnet. Wurden nur einzelne Versuche durchgefiihrt, ist dies in
den Legenden der Abbildungen erwéhnt.
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3.7 Ubertragung der sporiziden Modellbedingungen in die Praxis

3.7.1  Praxisversuche am Puppenmodell

Die mit dem Keimtréager-Priifmodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik) ermittel-
ten Versuchsbedingungen, aus denen eine hohe bis experimentell maximal
mogliche Sporenreduktion resultierte (RF > 5 log,,-Stufen), wurden unter pra-
xisnahen Bedingungen am Puppenmodell, d. h. mit einer Schaufensterpuppe in
PSA in klimatisierten Rdumen bei ca. 23 °C getestet. Die Vorgehensweise ist in
Abbildung 7 dargestellt. Verschiedene Anzugtypen aus unterschiedlichen Mate-
rialien standen zur Verfiigung (Abb. 8). Die Kontamination der Anziige erfolgte
mit Sporen von B. thuringiensis DSM 350 vorwiegend in einer Konzentration
von ca. 2x108 KBE/ml. Als Dekontaminationsmittel wurde 2,0 % PES kombi-
niert mit 0,5 % Alcapur® N eingesetzt. Dazu wurden pro Liter Gebrauchslésung
945 ml dest. Wasser vorgelegt und nacheinander 50 ml Wofasteril® E 400 und
5 ml Alcapur® N unter Mischen zugegeben.

Folgende Anzugtypen wurden im Puppenmodell eingesetzt (Abb. 8):

Schutzanzug Tychem® C Standard (gelb, Modell CHA5, mit Kapuze), Tychem®
F Standard (grau, Modell CHAS5, mit Kapuze), die Vollschutzanziige Astro Pro-
tect® C (Tychem® C) und PM Blowersuit-Chemical Blue (Fa. PM Atemschutz).
Teils wurden auch Schutzhandschuhe aus Butylkautschuk oder Vinyl und
Schutzstiefel mit einbezogen.

Die Anziige wurden an definierten Stellen mit je 3 untereinander angeordneten
Kreisen markiert (7 cm?/Kreis) und jeweils nur der oberste Kreis mit 10x2 pl
Sporen kontaminiert. Durch Beproben der beiden unteren Kreise sollten
Sporendriftungen bzw. -abschwemmungen wéahrend der Dekontamination
oder dem Abspiilen erfasst werden. Nach Lufttrocknung der Sporenspots fiir
ca. 40 min erfolgte die Dekontamination mit insgesamt 4 Liter PES/Alcapur®
N -Lésung durch BegieRen (5 I-GieRkanne) ohne oder mit mechanischer Vertei-
lung der PES auf der gesamten Anzugoberflache. Letzteres erfolgte mit einem
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Markierung der Probennahmestellen (3 Kreise vertikal/Stelle)

s 1 ]
: ;‘I L
..* & Kontamination des oberen Kreises mit B. thuringiensis-Sporen

f (10 x 2 pl Spots)

#ﬂ Trocknen der Sporen 40 min

Ly
*
.‘ - .»

BegieBen mit 4 12,0 % Peressigsaure/0,5 % Alcapur® N
in dest. Wasser ohne und mit Mechanik
Einwirkzeit 3 min

1 |

BegieBen mit 4 | dest. Wasser

| |

Probennahme 1.) durch Abtupfen der
markierten Stellen und Uberfiihren der
Tupfer in Neutralisationsmedium (NM)

|

Probennahme II.) durch Ausschneiden der
markierten Stellen und Uberfiihren der
Stoffproben in NM

|
1:10 Verd.

Anlegen von Verdinnungsreihen aus NM p S a9
Inkubation der Medien bei 37 °C fir 7 Tage E B E E E

Abb. 7: Schematische Darstellung der Praxisversuche am Puppenmodell. Die Versuche wurden mit einer
Schaufensterpuppe in PSA in klimatisierten Raumen bei ca. 23 °C durchgefiihrt. Die Dekontamination er-
folgte durch Benetzen mittels GieBkanne ohne und mit mechanischer Verteilung der PES/Tensid-Losung.
Die Einwirkzeit von 3 min schloss die Benetzungszeit (ca. 40-60 s) mit ein. (Oberes Foto mit Person in
PSA aus dem Internet)
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Darstellung der in den Praxisversuchen verwendeten Schutzanziige: Tychem® F (A), Astro Pro-
tect® C (B), PM Blowersuit-Chemical Blue (C), Pro Chem Ill (D) und Vautex Elite S (E)

ca. 10 cm breiten Flachpinsel. Benetzen der Anzugoberfliche ohne Mechanik
bedeutete, dass der Anzug beginnend von oben (iiber dem Kopf bei Vollschutz
unter Zuhilfenahme einer Klappleiter, am Hinterkopf bei den Anziigen mit
Kapuze, eine Schutzmaske wurde nicht verwendet) und durch Umrunden der
Puppe an allen Stellen mit PES begossen wurde. Die Technik mit Mechanik
beinhaltete das zusitzliche Verteilen des Desinfektionsmittels mit dem Pinsel,
madanderférmig am Rumpfbereich, ansonsten durch vorsichtiges Wischen, um
Verspritzungen zu vermeiden. Um durch die Mechanik bedingte Sporenver-
schleppungen zu erfassen, wurden noch zusétzliche Anzugstellen markiert und
beprobt. Nach 3 min PES-Exposition inkl. Auftragung (<1 min) und mechanischer
Verteilung der PES-Losung wurde die Anzugoberfldche mit 4 Liter dest. Wasser
abgespiilt und die markierten Kreise wurden beprobt. Zum Vergleich fanden
die DekontaminationsmaRnahmen auch nur mit 0,5 %iger Alcapur® N-Lésung
ohne PES statt, z. B. stellenweise an dem gelben Tychem® C-Anzug und an einem
kompletten Tychem® F-Anzug. Mit letzterem wurde eine Hilfte des Anzugs
ohne Mechanik und die andere Hélfte mit Mechanik behandelt. Auch in diesen
Versuchen erfolgte abschliefend die Spiilung mit dest. Wasser.

Die Beprobung aller markierten Stellen erfolgte durch Abtupfen der Kreisfla-
chen mit sterilen Schaumstofftupfern (Fa. Micro Rheologics). Die Tupfer wur-
den an der Sollbruchstelle abgeschnitten und in 10 ml NM iiberfiihrt. Anschlie-
fend wurden die Kreise von unten nach oben ausgeschnitten und jedes
Stoffstiick ebenfalls in 10 ml NM tiberfiihrt. Von allen Proben wurden deka-
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dische Verdiinnungsreihen mit TSB angefertigt (0,5 mlin 4,5 ml TSB) und diese
7 Tage bei 37°C bebriitet mit, soweit moglich, taglicher Kontrolle. Beendet
wurde der Versuch durch Ausstreichen der Neutralisationsmedien oder der
letzten Verdiinnungsstufe mit Bakterienwachstum auf TSA zum Nachweis und
zur Differenzierung der Bakterien.

In den Versuchen am Puppenmodell konnten umfangreiche Erfahrungen zur
Dekontamination der Schutzanziige hinsichtlich Materialflexibilitdt, Benetz-
barkeit von groBen Oberfldchen, Stofffaltungen und Stellen, die durch Gief3en
ohne Mechanik schwer zugéangig sind, gesammelt werden.

3.7.2 Praxisversuche mit Probanden in PSA

Die am Puppenmodell etablierten Testprotokolle wurden in Feldversuchen
mit Probanden in PSA getestet. Die Versuche fanden auf dem Geldnde der
Berliner Feuerwehr in Berlin-Weilensee statt. In Zusammenarbeit und mit
groBer Unterstiitzung dortiger Mitarbeiter, auch als Schutzanzugtrager (Pro-
banden), konnten verschiedene Anzugtypen unter unterschiedlichen Wet-
terlagen und mit unterschiedlichen Dekontaminationstechniken untersucht
werden. Die Versuche wurden in einem iiberdachten, doch seitlich teilweise
offenen Areal durchgefiihrt. In diesem Bereich erfolgte das Anlegen der PSA,
die Kontamination der PSA mit B. thuringiensis-Sporen, die Dekontamina-
tion mit PES/Alcapur® N in einer Plastikwanne, das Abduschen der PSA mit
warmem Wasser in einem luftgestiitzten Dekontaminationszelt sowie das
Beproben der Anziige (Abb. 9). Das Markieren der PSA und die Kontamina-
tion erfolgten wie unter 3.7.1 beschrieben. In Abhédngigkeit von den klima-
tischen Verhdltnissen trockneten die Sporensuspensionen unterschiedlich
schnell (30-60 min). Auch in diesen Versuchen wurde ausschlieRlich mit 2,0 %
PES kombiniert mit 0,5% Alcapur® N dekontaminiert. Dazu wurden pro
Liter Gebrauchslésung 945 ml Leitungswasser vorgelegt und nacheinander
50 ml Wofasteril® E 400 und 5 ml Alcapur® N unter Mischen zugegeben. Die
Dekontamination erfolgte mit der GieBkannentechnik (BegieRen) oder mit
der Spriihtechnik (Besprithen) unter relativ niedrigem Druck, um Versprii-
hungen moglichst gering zu halten (Druckspriihgerdt Typ DS 5, Fa. Karcher).
Die Dekontaminationsaktion startete mit Hilfe einer Klappleiter am Kopfbe-
reich. Mit abgewinkelter Armhaltung des Probanden wurden dann die Vorder-
seite, nach Umdrehen die Riickseite, und schlieBlich noch Arm-, Achsel- sowie
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a2
"ll 'f‘
- &
b
- Kontamination des oberen Kreises
. mit B. thuringiensis-Sporen
Markieren der (10 x 2 pl-Spots)

Probennahmes’gellen Trocknen der Spots 40-60 min

vor dem Ankleiden

Verbrauchtes PES-Volumen: < 1.8 Liter 5.0 Liter

Dekontamination durch Bespriihen oder BegieBen mit 2,0 % PES/0,5 % Alcapur® N
in Leitungswassser fiir 4-5 min mit und ohne Mechanik

Probennahme durch Abtupfen der
markierten Stellen und Uberfiihren
der Tupfer in Neutralisationsmedium

Anlegen von Verdiinnungsreihen

Inkubation bei 37 °C fir 7 Tage
E B E B E 1:10 Verd.

Schematische Darstellung der Praxisversuche bei der Berliner Feuerwehr am Standort WeiBensee.
Die Versuche wurden mit Probanden in PSA bei unterschiedlichen Wetterbedingungen in einem (iberdachten,
jedoch seitlich teilweise offenen Areal durchgefiihrt. Die Dekontamination erfolgte durch BegieBen oder Be-
spriihen ohne und mit mechanischer Verteilung der PES/Tensid-Lésung mittels Biirste. (Oberes Foto links mit
Person in PSA aus dem Internet. Fotos mit Person in PSA mit Maske von W. Maziejewski, Berliner Feuerwehr.)
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Beinregionen mit insgesamt 5 Liter PES-Lésung begossen oder mit weniger als 2
Liter (1,2-1,8 1) bespriiht. Beide Dekontaminationsverfahren wurden ohne und
mit Mechanik durchgefiihrt. Mit Mechanik bedeutete Wischen mit weicher
Biirste (Dekontaminationsbiirste, Fa. Vetter). In diesem Fall erfolgte alternie-
rend BegieBen bzw. Bespriithen, Wischen und erneut Begieen bzw. Bespriihen.
In den Versuchen mit Probanden zeigte sich, dass die Dekontaminationsabldufe
mehr Zeit in Anspruch nahmen als unter statischen Bedingungen am Pup-
penmodell. Insbesondere dann, wenn die Spriihtechnik angewendet wurde,
dauerte bedingt durch den feinen Spriihstrahl die Benetzung der PSA langer.
Infolgedessen wurden die Dekontaminationszeiten von 3 min auf 4 min und
schlieflich auf 5 min verlangert.

Technische Probleme in Form eines GieBkopfdefektes, wodurch kein gleichmi-
Riges GieBen moglich war, oder durch abfallenden Sprithdruck wurden in den
Bewertungen der Dekontamination bertiicksichtigt.

Die Technik des Spriihens ermdéglichte, dass die Achselbereiche und ausge-
pragte Stofffalten, auch ohne Wischen, ausreichend benetzt werden konnten.
Bei kontinuierlichem Spriihen {iber einen Zeitraum von 5 min wurden weniger
als 2 Liter PES-Losung verbraucht. Weitere Details sind auch unter 5.7.2 auf-
gezeigt. Durch den relativ niedrigen Druck des Spriihgeradtes kam es zu keiner
iibermédRigen durch den Tensidgehalt bedingten Schaumbildung. Zusdtzliches
Wischen erhdhte auch hier die Wahrscheinlichkeit der vollstindigen Benet-
zung der Schutzanziige. Das Abspiilen der PES-Lésung in dem Duschzelt wurde
auf 40 Sekunden begrenzt. Dadurch wurde die PES-Wirkung aufgehoben oder
zumindest deutlich reduziert und der Verlust von oberfldachlich haftenden,
moglicherweise noch intakten Sporen begrenzt. Als Anzugtypen wurden der
graue Tychem® F-Anzug mit Kapuze, der Pro Chem Ill-Vollschutzanzug und der
Vautex Elite S in die Untersuchungen eingeschlossen (Abb. 8). Mit letzterem
erfolgte die Dekontamination nicht in der Plastikwanne auflerhalb des luftge-
stilitzten Zeltes, sondern unter Sprithen mit Mechanik im Eingangsbereich des
Zeltes. Nach 5 min Behandlung mit PES erfolgte umgehend das Duschen mit
warmem Wasser fiir 40 s. Alle anderen Kandidaten wurden in der Plastikwanne
dekontaminiert und gingen anschlieBend iiber eine Distanz von ca. 5 m zum
Duschzelt.
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41 Etablierung eines Standardpriifverfahrens mit Sporen von
Bacillus subtilis ATCC 6633 als Testorganismus

Um ein Standardpriifverfahren zu etablieren, mit dem es moglich ist, die Wirk-
samkeit von Desinfektionsmitteln oder anderen chemischen Substanzen auf
PSA-Oberflachen zu untersuchen, wurden 3 Priifmodelle oder Priifverfahren
entwickelt. GemdR den Forderungen der Praxis wurden kurze Expositions-
zeiten (<10 min) gewdhlt, in denen eine hohe Sporenreduzierung (>5 log;,-
Stufen) bzw. eine vollstindige Entfernung oder Inaktivierung der Sporen
erreicht werden sollte.

Wie in Abbildung 10 ersichtlich, fithrten alle 3 Priifmodelle, das Tauchverfah-
ren und die Methoden der Uberschichtung ohne und mit Mechanik, zum Erfolg.
Nach 1-2 min Behandlung mit 1,0 % PES konnte nach Ausplattieren der Medien
auf TSA keine keimungsfdahige Spore und kein Wachstum in den Neutralisa-
tionsmedien, in denen die Keimtréager tiber 7 Tage bei 37 °C bebriitet wurden,
nachgewiesen werden. Demnach wurde eine vollstindige Sporeninaktivierung
erreicht mit einer Reduktion von =6 log,,-Stufen. PES erwies sich somit als
ein effizientes Mittel zur Dekontamination der hydrophoben Oberfldche des
Tychem® F-Materials.

Wie schonunter 3.1 erwdhnt, ist das Tauchverfahren (Abb. 1) aufgrund der hohen
Desinfektionsmittelmenge gegeniiber den Uberschichtungsverfahren ohne und
mit Mechanik (Modelle 2 und 3; Abb. 2, 3) ein weniger praxisnahes Priifmodell.
Es ermoglicht keine Aussagen iiber die volumenabhidngige Wirkung und die
Interaktion des Desinfektionsmittels mit der PSA-Oberflache. Diese Eigenschaf-
ten sind mit dem Modell 2 und insbesondere mit Modell 3 besser iiberpriifbar.
Diese beiden Modelle sind aufgrund des Desinfektionsmittelvolumens deutlich
mehr der Praxis angepasst als Modell 1. Im Modell 2 wird z.B. durch Zugabe
von SDS die Schichtdicke der PES-Lésung auf der hydrophoben PSA-Oberfldache
deutlich reduziert (Abb. 2 und 10 C-F) und mittels Mechanik (Modell 3) kann
mit 10 pl PES/SDS eine Flache von 2 cm? filmartig tiberschichtet werden. Diese
niedrige Desinfektionsmittelmenge stellt eine groBe Herausforderung an die
Wirksamkeit der zu testenden Mittel dar und entspricht moglicherweise am
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ehesten den Praxisbedingungen insofern, als bei Benetzung der PSA-Oberfldache
mit oder ohne Mechanik auf vielen vertikalen Stellen das Desinfektionsmittel
die PSA-Oberflaiche wahrscheinlich hdufig nur als diinne Schicht bedeckt, da
es von der glatten Oberfliche schnell ablauft. Trotz des niedrigen Desinfek-
tionsmittelvolumens lieferte dieses Verfahren gut reproduzierbare Ergebnisse
(Abb. 10 G, H) und schien aufgrund seiner Technik weniger anfillig fiir ,,Ausrei-
Ber” als Priifmodell 2 mit z. B. Wachstum in den Neutralisationsmedien nach
3 und 10 min Behandlung mit 0,5 % PES (Abb. 10 F). Der Vergleich der Ergeb-
nisse der Uberschichtungsmodelle (Abb. 10 C-H) zeigt auch, dass das Volumen
des Desinfektionsmittels nur geringen Einfluss auf die sporizide Wirkung hat.
Lediglich unter Einsatz des Tauchverfahrens zeigte sich, dass mit 0,5 % PES
schon nach 30 s die maximale Reduktion erreicht wurde, wahrend dies in den
Modellen 2 und 3 (Uberschichtung ohne und mit Mechanik) erst nach 2 min
Einwirkzeit nachweisbar war. Aufgrund der Ergebnisse und der praxisnahen
Untersuchungsbedingungen wurde Priifmodell 3 als ein geeignetes Standard-
priifverfahren angesehen und die sporizide Wirkung der PES unter unterschied-
lichen Bedingungen mit diesem Priifmodell getestet (Abb. 11-13).

Die in den Abbildungen 10-12 dargestellten und mit dem Priifmodell 3 erhal-
tenen Ergebnisse reprasentieren zum einen die Robustheit des Modells beziig-
lich der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unter unterschiedlichen Versuchs-
bedingungen und belegen zum anderen die Effizienz der PES beziiglich ihrer
sporiziden Wirkung. Auf allen untersuchten PSA-Oberflichen und unter
organischer Belastung sowie bei Temperaturen von -5 °C, 0 °C und 10 °C konnte
in allen Versuchen mit 0,5 % und/oder 1,0 % PES in Kombination mit 0,2 %
SDS nach 2 — 3 min Einwirkzeit eine hohe bis vollstindige Sporeninaktivierung
erreicht werden (RF=6).

Da Peressigsdure aufgrund der sporiziden Wirkung und relativ guten
Umweltvertraglichkeit als ein geeignetes Desinfektionsmittel fiir die Eta-
blierung und Uberpriifung der Testverfahren ausgewihlt wurde, bot sich
zudem die Mdoglichkeit, mit Tensidzusdtzen zu arbeiten, wodurch die Ober-
flaichenspannung der wissrigen PES reduziert und mit wenig Desinfektions-
mittelvolumen eine gleichmaRige Benetzbarkeit der PSA-Oberfldachen erreicht
werden konnte. Demnach reichten 10 pl PES/SDS-Lsung aus, um eine Fliache
von 2 cm? (50 ml/m?2) homogen durch Uberschichten mit Mechanik, im Modell
durch Ausstreichen mittels Plastikdse, zu benetzen (Abb. 3). Ohne Tensidzu-
sdtze konnte mit dieser Technik kein stabiler Fliissigkeitsfilm hergestellt wer-
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den. Der Tensidzusatz war im Falle der Keimtragerkontamination mit Bacillus-
Sporen, die ausschlieBlich in dest. Wasser aufbewahrt wurden, obligat. Die
verwendeten Tenside in Form von SDS oder dem kommerziell erhiltlichen Pro-
dukt Alcapur® N (Abb. 13 A, B), das mit dhnlicher Tensidkonzentration wie SDS
eingesetzt wurde, schienen die sporizide Wirkung der PES nicht zu verdandern.
Im Experiment mit Modell 1 (Tauchverfahren) hatten SDS-Konzentrationen
bis 2,0 % keinen negativen Einfluss auf die Keimungsfahigkeit von B. subtilis-
Sporen.

Der Zusatz des Pufferadditivs Alcapur® im Verhiltnis 1:2 zu Wofasteril® E 400
beeinflusste trotz pH-Wert-Erhéhung von pH 2,7 auf pH 5,1 die sporizide Wir-
kung der 1 %igen PES gegen Sporen des B. subtilis-Stammes kaum. Wurde aller-
dings die Kombination 1 Teil Wofasteril® E 400 und 3 Teile Alcapur® eingesetzt
(pH >9), reduzierte dies die sporizide Wirkung, so dass nach 10 min Exposition
zwar eine hohe Sporenreduktion von iiber 5 log,,-Stufen, jedoch noch Bakte-
rienwachstum im Direktausstrich nachweisbar war und entsprechend noch
67 % der Keimtrager (8 von 12) im Neutralisationsmedium Wachstum zeigten
(Abb. 13 C, D). Die Ergebnisse zeigen, dass der pH-Wert die sporizide Wirkung
der PES-L6sung beeinflusst und fiir eine schnelle (<5 min) effiziente Wirkung
offensichtlich ein saurer pH-Bereich notwendig ist (vgl. 4.4). Auch diese Unter-
suchungen konnten mit dem Priifmodell 3 durchgefiihrt werden, da Alcapur®
ausreichend Tenside enthalt.

Trotz des niedrigen Desinfektionsmittelvolumens im Priifmodell 3 waren die
Ergebnisse innerhalb einer Versuchsreihe, aber auch in unabhingigen Wie-
derholungen und von unterschiedlichen Personen durchgefiihrten Versuchen
immer reproduzierbar. Aufgrund dessen und der offensichtlich strengsten und
der Praxis am ndchsten kommenden Priifbedingungen (geringes Volumen und
mechanische Verteilung) wurde schliefllich das Priifmodell 3 als geeignetes
Standardpriifverfahren ausgewahlt, das alleine, aber auch zusammen mit dem
Priifverfahren 2 (Uberschichtung ohne Mechanik) zur Testung der sporiziden
Wirkung von Desinfektionsmitteln auf PSA genutzt werden kann. Inwieweit es
auch bei Virus- oder Toxinkontaminationen einsetzbar ist, werden die nachfol-
genden Untersuchungsergebnisse zeigen.

Priifverfahren 2 wurde z.B. eingesetzt, um die Verwendbarkeit der Keimtra-

germodelle mit einem zweiten Desinfektionsmittel mit sporizider Wirkung
zu bestdtigen (Abb. 14). Diesbeziiglich wurde Natriumhypochlorit sowohl
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in gepufferter als auch ungepufferter Form ohne Tensidzusatz getestet und
dementsprechend die Sporen mit 100 pl NaClO-Lésung tropfenférmig ohne
Mechanik tiberschichtet. Mit dem Priifverfahren konnte die sporizide Wir-
kung bestédtigt und gezeigt werden, dass die gepufferte Hypochloritlésung in
Abhidngigkeit von der Zeit eine deutlich bessere Inaktivierungskinetik aufwies
als die ungepufferte Losung (Sagripanti & Bonifacino, 1996 11). Somit wurde
mit Konzentrationen von 1.000 bis 10.000 ppm freiem Chlor bei neutralem bis
leicht basischem pH (pH 7,1-8,4) die versuchsbedingte maximal erreichbare
Sporenreduktion im Direktnachweis schon nach 3 min (Abb. 14 A), dagegen mit
der ungepufferten Lésung (pH 10,7-12,0) erst nach 30 min Einwirkzeit erzielt
(Abb. 14 C). Die Bewertung der Neutralisationsmedien nach siebentédgiger Kul-
tivierung ergab, dass bei einer Konzentration von 10.000 ppm freiem Chlor nach
3 bzw. 30 min Einwirkzeit kein Wachstum mehr nachweisbar war (Abb. 14 B,
D). Die Untersuchungen zeigten, dass sich die mit PES angewandten Priifver-
fahren auch zur Bewertung der sporiziden Wirkung anderer Desinfektions-
mittel eignen. So konnte mit dem Priifverfahren 2 die sporizide Wirkung eines
tensidfreien Desinfektions-mittels in Form von NaClO bewertet werden, das in
einer Konzentration von 10.000 ppm freiem Chlor und einem pH von ~ 8,4, dhn-
lich wie mit 1,0 % PES, nach 3 min Einwirkzeit zu einer vollstindigen Reduk-
tion von keimungsfahigen Sporen fiihrte (Abb. 14 A, B).

In Anlehnung an die Norm EN 14347:2005 wurden zur Entwicklung der Priifmo-
delle und Etablierung des Standardpriifverfahrens Sporen von B. subtilis ATCC
6633 in einer Konzentration von 1,4 x109 KBE/ml eingesetzt. Sporen dieser Spe-
zies finden haufig als Surrogat fiir B. anthracis in Desinfektionsmitteltestungen
Verwendung und werden generell vor Verwendung auf ihre chemische Toleranz
gepriift (Sagripanti & Bonifacino, 1996; 1999; ASTM E2414-05; Majcher, 2008).
Die nach EN 14347:2005 durchgefiihrten Toleranz- bzw. Tenazitatstestungen
mit verschiedenen Sporenpradparationen von B. subtilis ATCC 6633 gegen PES
ergaben einheitliche RF-Werte, die jedoch unterhalb des in der EN vorgege-
benen Toleranzbereiches lagen. (s. 4.3).
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Kapitel 4.1

Modell 1: Tauchverfahren (1ml PES)
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———————— Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor

Wirksamkeit unterschiedlicher PES-Konzentrationen ohne und mit SDS-Zusatz in den Keimtréger-

modellen 1-3 gegen Sporen von B. subtilis ATCC 6633. Unter A, C, E und G sind die im Direktnachweis ermit-
telten Reduktionsfaktoren (RF/ml NM) in Abhéngigkeit von der PES-Konzentration und Einwirkzeit darge-
stellt. Die Diagramme B, D, F und H zeigen den prozentualen Anteil der Keimtréger, bei denen nach 7-tégiger
Inkubation im Neutralisationsmedium (NM) Wachstum von B. subtilis nachweishar war. Die Ergebnisse
basieren auf 2-4 unabhéngigen Versuchen mit je 4 Keimtriagern pro PES-Konzentration und Einwirkzeit.
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———————— Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor

Wirksamkeit von 0,5 % und 1,0 % PES kombiniert mit 0,2 % SDS auf unterschiedlichen PSA-
Oberflichen im Keimtriagermodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik) gegen Sporen von B. subtilis. Unter
A, C und E sind die im Direktnachweis ermittelten Reduktionsfaktoren (RF/ml NM) in Abhéngigkeit von
der PES-Konzentration und Einwirkzeit dargestellt. Die Diagramme B, D und F zeigen den prozentualen
Anteil der Keimtrager, bei denen nach 7-tégiger Inkubation im Neutralisationsmedium (NM) Wachstum
von B. subtilis nachweisbar war. Die Ergebnisse basieren auf 2-3 unabhéangigen Versuchen mit je 4
Keimtréagern pro PES-Konzentration und Einwirkzeit.
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A Organische Belastung B
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ffffffff Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor

Wirksamkeit von 0,5 % bzw. 1,0 % PES kombiniert mit 0,2 % SDS unter organischer Belastung
(A, B) und bei niedrigen Temperaturen (C, D) im Keimtrigermodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik)
gegen Sporen von B. subtilis ATCC 6633. Unter A und C sind die im Direktnachweis ermittelten Reduk-
tionsfaktoren (RF/ml NM) in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit (A) und unterschiedlichen Temperaturen
(C) dargestellt. Die Diagramme B und D zeigen den prozentualen Anteil der Keimtréger, bei denen nach
7-tdgiger Inkubation im Neutralisationsmedium (NM) Wachstum von B. subtilis nachweisbar war. Die Er-
gebnisse basieren auf 2-3 unabhéngigen Versuchen mit je 4 Keimtragern pro Einwirkzeit und Temperatur.
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77777777 Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor

Wirksamkeit von 0,5 % und 1,0 % PES kombiniert mit 0,5 % Alcapur® N, pH 3,0 bzw. 2,8 (A, B)
sowie 2,5 % Wofasteril® E 400 [W] (entsprechend 1,0 % PES) kombiniert mit Alcapur® [A] (C, D) im Ver-
héltnis 1:2 (pH 5,1) und 1:4 (pH 9,3) im Keimtréigermodell 3 (Uberschichtung mit Mechanik) gegen Sporen
von B. subtilis ATCC 6633. Unter A und C sind die im Direktnachweis ermittelten Reduktionsfaktoren (RF/
ml NM) in Abhéngigkeit von der PES-Konzentration und der Einwirkzeit dargestellt. Die Diagramme B
und D zeigen den prozentualen Anteil der Keimtrdger, bei denen nach 7-tégiger Inkubation im Neutralisa-
tionsmedium (NM) Wachstum von B. subtilis nachweisbar war. Die Ergebnisse basieren auf 2 unabhéngi-
gen Versuchen mit je 4 Keimtrdgern pro PES-Konzentration und Einwirkzeit.
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ffffffff Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor

Wirksamkeit der PBS-gepufferten (A, B) und ungepufferten Natriumhypochlorit-Lésung (C, D)
im Keimtrégermodell 2 (Uberschichtung ohne Mechanik) gegen Sporen von B. subtilis ATCC 6633. Die
Uberschichtung erfolgte mit 100 pl NaClO-Lésung in den o. g. Konzentrationen. Unter A und C sind die im
Direktnachweis ermittelten Reduktionsfaktoren (RF/ml NM) in Abhéngigkeit von der NaClO-Konzentration
und Einwirkzeit dargestellt. Die Diagramme B und D zeigen den prozentualen Anteil der Keimtrager, bei
denen nach 7-tégiger Inkubation im Neutralisationsmedium (NM) Wachstum von B. subtilis nachweisbar
war. Die einzelnen Ergebnisse basieren auf 2 unabhéngigen Versuchen (A, B) bzw. einem Versuch (C, D)
mit je 4 Keimtrégern pro NaClO-Konzentration und Einwirkzeit.
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4.2  Anwendung des Standardpriifverfahrens (Uberschichtung mit
Mechanik) zur Ermittlung der Wirksamkeit von PES gegen
Sporen von Bacillus anthracis

Im Vergleich zu den Sporen von B. subtilis wiesen die Sporen der untersuchten
B. anthracis-Stamme eine hdhere Stabilitit gegeniiber der oxidativen Wir-
kung der Peressigsdure auf. Die in Abbildung 15 dargestellten Untersuchungs-
ergebnisse des virulenten Stammes 527 zeigen, dass mit 1,0 % PES in Kombina-
tion mit 0,2 % SDS, aufgetragen nach dem Prinzip des Standardpriifverfahrens
(Priifverfahren 3), auch nach 10 min Einwirkzeit nicht die maximal ermittel-
bare Sporenreduktion erreicht wurde. Die Erhéhung der PES-Konzentration
auf 2,0 % in Kombination mit 0,2 % SDS oder 0,5 % Alcapur® N brachte den
gewtiinschten Erfolg und es konnten innerhalb von 3 min keine keimungs-
fahigen Sporen, d.h. keine Bakterienkolonien auf TSA oder Wachstum in TSB
nachgewiesen werden (Abb. 15 C-F). Das zusdtzlich zu den Direktausstrichen
(TSA) bewertete Wachstum der Verdiinnungsreihen (TSB) bestitigte generell
die Ergebnisse der Direktausstriche insofern, als dass die mittels KBE/ml ermit-
telte Sporenreduktion den theoretisch berechneten RF-Wert der Verdiinnungs-
reihen widerspiegelte.

Der Zusatz des Pufferadditivs Alcapur® im Verhiltnis 4:1 zu Wofasteril® E 400,
ausgehend von einer PES-Konzentration von 2,0 % (entsprechend 15,0 % Alca-
pur® und 5,0 % Wofasteril® E 400), erwies sich dhnlich wie in den Untersu-
chungen mit B. subtilis-Sporen als nicht effizient (Abb. 15 G, H). Nach 10 min
Einwirkzeit wurde eine Reduktion von ca. 4,5 log,,-Stufen erreicht bei einer
maximal moglichen Reduktion von etwa 6 log,,-Stufen. Auch hier wurden die
Ergebnisse durch die Bewertung des Wachstums in den Verdiinnungsreihen
bestitigt.

Obwohl unter S3-Bedingungen die Anzahl der Keimtrager pro Test aufgrund
zeitlicher und raumlicher Begrenzung reduziert war, zeigte sich unter Anwen-
dung des Standardpriifverfahrens (Priifverfahren 3: Uberschichtung mit
Mechanik) immer eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse innerhalb eines
Versuchsansatzes und in unabhingigen Untersuchungsreihen unter gleichen
Bedingungen.
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"""" Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor der Direktausstriche (TSA)
und Verdiinnungsreihen (TSB)--- - -

Wirksamkeit von 1,0 % und 2,0 % PES kombiniert mit SDS (A-D), Alcapur® N (E, F) oder
Alcapur® [A] im Verhéltnis 4:1 mit Wofasteril® E 400 [W] (G, H) im Keimtrigermodell 3 gegen Sporen des
B. anthracis-Stammes 527. Unter A, C, E, G sind die mittels Direktausstrichen (TSA) und Verdiinnungs-
reihen (TSB) ermittelten Reduktionsfaktoren (RF/ml NM) dargestellt. Die Diagramme B, D, F, H zeigen den
prozentualen Anteil der Keimtréger, bei denen nach 7-tégiger Inkubation im Neutralisationsmedium (NM)
Wachstum von B. anthracis nachweisbar war. Die Ergebnisse basieren auf einer Untersuchung bzw. 2
unabhéngigen Versuchen (C-F) mit je 2 Keimtrégern pro PES-Konzentration und Einwirkzeit.
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Die Sporen der virulenten B. anthracis-Stamme B 1138 und B 2239 zeigten eine
dhnliche PES-Resistenz wie die Sporen des Stammes 527 (Abb. 21), wahrend die
Sporen der Stamme B. anthracis Stamatin, Sokol (= S; der Stamm enthalt nur
das Toxinplasmid pXO1) und B. anthracis CDC 10114 (= W; der Stamm enthalt
weder das Toxin- noch das Kapselplasmid pX02), etwas sensitiver reagierten
(Ergebnisse nicht dargestellt).
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4.3  Untersuchungen zur Tenazitat der Bacillus-Sporen

Aus den Untersuchungsergebnissen der Priifmodelle, insbesondere des als
Standardpriifverfahren vorgesehenen Priifmodells 3 (Uberschichtung mit
Mechanik) geht eindeutig hervor, dass Unterschiede in der Stabilitdt der Spo-
renisolate des B. subtilis-Stammes ATCC 6633 und den B. anthracis-Staimmen
gegeniiber PES bestehen. Obwohl die Sporen des B. subtilis-Stammes nach der
EU-Norm 14347:2005 hergestellt wurden, konnte mit diesen Sporen, wie schon
unter 3.3 erwdhnt, nicht die in der Norm vorgegebene PES-Toleranz fiir diesen
Stamm erreicht werden (Abb. 16 A). Auch die Sporen der B. anthracis-Stamme
wurden nach diesen Normvorgaben produziert (Nattermann et al., 2005). Dasin
den Priifmodellen beobachtete Resistenzverhalten spiegelte sich erwartungs-
gemiB in den Tenazitdtsergebnissen wider (Abb. 16 B). Diese zeigen, dass die
B. subtilis-Sporen deutlich sensitiver gegen die eingesetzten PES-Konzentra-
tionen reagierten als die Sporen der beiden untersuchten B. anthracis-Stamme.

Mit den Sporen von B. cereus ATCC 12826, die ebenfalls in der Norm als Priifspo-
ren empfohlen werden, konnte zwar die hohere PES-Toleranz gegeniiber den
B. subtilis-Sporen bestdtigt werden, doch konnte auch mit diesen Sporen nicht
die angegebene Tenazitdt gegen 0,1 % PES mit einem Reduktionsfaktor von
1,25 + 0,5 nach einer Einwirkzeit von 15 min erreicht werden (Abb. 16 B). Diese
Spezies ist, wie schon unter 3.3 erwdhnt, aufgrund ihrer biologischen Einstu-
fung (Risikogruppe 2) nicht fiir Praxisversuche auflerhalb von BSL 2-Labor-
bedingungen einsetzbar und war daher auch weniger interessant als Modellor-
ganismus.

Auf der Suche nach einem Surrogat, das mindestens genauso PES-tolerant ist
wie die Sporen der virulenten B. anthracis-Stamme und auch fiir Praxisversuche
aullerhalb von S 2-Laborbedingungen verwendet werden kann, fiel die Wahl auf
B. thuringiensis DSM 350 (s. 3.3). Die Sporen dieses Stammes wiesen die hochste
PES-Toleranz auf, so dass mit 0,2 % oder 0,3 % PES nach der vorgeschriebenen
Einwirkzeit von 15 min nur maximal eine Reduktion von 2 log,,-Stufen erreicht
wurde (Abb. 16 B, Tabelle 1).
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Alternative Sporenpraparationsmethoden, wie z.B. die Sporulation in Fliissig-
medium (Tabelle 1), die zum einen durchgefiihrt wurden, um B. subtilis-Sporen
mit hoherer PES-Toleranz zu erhalten, zum anderen aber auch, um eine schnel-
lere Sporenherstellung und eventuell noch héhere Sporenausbeute zu erzielen,
erhohten nicht die PES-Resistenz der B. subtilis — wie auch vergleichsweise der
B. thuringiensis-Sporen (Tabelle 1).

Um die normgerechte Tenazitdt mit z.B. den Sporen von B. subtilis zu errei-
chen, wire die Priifung und Verwendung von Sporen eines anderen B. subtilis-
Stammes empfehlenswert.

A
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PES-Konzentration (%)

Reduktion der keimungsfahigen Sporen von B. subtilis ATCC 6633 in Abhangigkeit von der
Expositionszeit in 0,05 % PES (A). Die Tenazitat der Sporen bzw. der RF-Sollwert der Sporen sollte mit
0,05 % PES nach einer Einwirkzeit von 15 min nach EN 14347:2005 2,4 + 0,4 betragen. B: Vergleich der
PES-Toleranz von Sporenpraparationen, die in den Keimtrégertestungen eingesetzt wurden. Die Sporen
wurden entsprechend den EN-Vorgaben 15 min in der PES-Lésung inkubiert und anschlieBend nach
Verdiinnung in Neutralisationsmedium durch Ermittlung der KBE/ml der Reduktionsfaktor (RF) bestimmt.
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: PES (%)
Medium
0,05
B. subtilis ATCC 6633 Festmedium (EN) 3,29+0,7 =577 - -
B. subtilis ATCC 6633 Flussigmedium 2,64 =>6,71 - -
B. thuringiensis DSM 350 = Festmedium (EN) - 0,26+0,32 0,47 1,21
B. thuringiensis DSM 350 = Flussigmedium - 2,48 3,75 4,16

Tab. 1: PES-Toleranz der Sporenpraparationen nach Sporulation auf Festmedium, hergestellt nach
EN 14347:2005 und in Fliissigmedium (Kim & Goepfert, 1974). Dargestellt sind die nach PES-Exposition
ermittelten Reduktionsfaktoren.
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4.4  Priifung von Bacillus thuringiensis als Surrogat fiir
Bacillus anthracis

Die Keimtrageruntersuchungen, dieim Uberschichtungsverfahren ohne Mecha-
nik (Abb. 17) und dann primdr mit dem Standardpriifverfahren (Priifmodell 3)
durchgefiihrt wurden (Abb. 18, 19), zeigten, dass die Sporen des B. thuringiensis-
Stammes DSM 350 gegeniiber 2,0 % PES insgesamt resistenter waren als die
Sporen der untersuchten B. anthracis-Stamme. Dieser Befund war aufgrund der
Tenazitdatsuntersuchungen zu erwarten.

Mit 2,0 % PES ohne (im Priifverfahren 2) sowie kombiniert mit 0,2 % SDS
oder 0,5 % Alcapur® N (im Priifverfahren 3) wurde die methodisch bedingte
maximale Sporenreduktion dhnlich wie mit B. anthracis-Sporen nach einer
Einwirkzeit von 3-5 min erreicht (bei den B. anthracis-Staimmen eher nach
3 min), doch trat in den meisten Neutralisationsmedien (mit Keimtrager)
auch nach einer Einwirkzeit von 10 min innerhalb der 7-tdgigen Inkubation
bei 37°C noch Wachstum auf (Abb. 17, 18). Die gleichzeitige Auswertung der
aus den Neutralisationsmedien parallel zu den Direktausstrichen hergestellten
Verdiinnungsreihen bestdtigte die Ergebnisse der Direktausstriche insofern,
als bei maximal ermittelbarer Sporenreduktion auf TSA-Platten (kein Bakteri-
enwachstum nachweisbar; RF ~5) auch kein Wachstum in den Verdiinnungs-
reihen nachweisbar war. Da sich ausschlieRlich Wachstum in den Neutralisa-
tionsmedien zeigte, war anzunehmen, dass offensichtlich nur einzelne Sporen
uberlebt hatten (nach Berechnung <2 Sporen/ml) oder moglicherweise noch
keimungsfahige Sporen am Keimtrédger hafteten.

Die Auftragung der Mischung aus B. thuringiensis-Sporen, Pferdeserum und
Silikagel (Abb. 19 A, B) zeigte, dhnlich wie bei B. subtilis (Abb. 12 A, B), dass
PES, in diesem Falle kombiniert mit Alcapur® N, genauso effizient wirkte wie
im Falle der unbelasteten Sporensuspension (Abb. 18 A-D). Eine Desinfektions-
mittelzehrung zugunsten der Sporenkeimung war nicht zu beobachten. Ebenso
zeigte sich, dass ein groReres Auftragungsvolumen auf TSA-Platten nicht die
Nachweissensitivitdat im Direktnachweis erhéhte (Abb. 18 C-F).
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Wurde das Pufferadditiv Alcapur® im Verhiltnis 2:1 mit Wofasteril® E 400
gemischt, so war im Gegensatz zu den Sporen von B. subtilis (Abb. 13 C, D) mit
den B. thuringiensis-Sporen eine héhere Toleranz zu beobachten (Abb. 19 C, D).
Die Mischung Alcapur® und Wofasteril® E 400 im Verhiltnis 4:1 bei einer PES-
Konzentration von 2,0 % fiihrte erst nach 5 und 10 min zu einer Sporenreduktion
von2-2,5log,,-Stufen (Abb. 19 E, F), dhnlich wie bei B. anthracis-Sporen (Abb. 15 G,
H). Erwartungsgemal bestatigte sich auch mit B. thuringiensis-Sporen die schon
frith in der Studie mit B. subtilis-Sporen gewonnene Erfahrung, dass bei gleich-
bleibender PES-Konzentration, jedoch mit zunehmendem pH-Wert (pH > 8,5),
z.B. durch Zusatz des Pufferadditivs, die sporizide Wirkung der PES abnimmt.
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Ergebnisse der Direktausstriche (TSA) B Ergebnisse der Verdiinnungsreihen (TSB)

””” Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor der Direktausstriche (TSA)
und Verdiinnungsreihen (TSB) ---'-"-

Wirksamkeit von 1,0 % und 2,0 % PES im Priifverfahren 2 (Uberschichtung ohne Mechanik)
gegen Sporen von B. thuringiensis DSM 350. Die Sporen wurden mit 100 pl PES ohne Tensidzusatz
liberschichtet. Unter A und C sind die mittels Direktausstrichen (TSA) und Verdiinnungsreihen (TSB)
ermittelten Reduktionsfaktoren (RF/ml NM) dargestellt. Die Diagramme B und D zeigen den prozentualen
Anteil der Keimtrager, bei denen innerhalb einer 7-tégigen Inkubation im Neutralisationsmedium (NM)
Wachstum von B. thuringiensis nachweisbar war. Die Ergebnisse basieren auf 2 bzw. 3 unabhéangigen
Versuchen mit je 4 Keimtrégern pro PES-Konzentration und Einwirkzeit.
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B Ergebnisse der Verdiinnungsreihen (TSB)

Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor der Direktausstriche (TSA)

und Verdiinnungsreihen (TSB)

Wirksamkeit von 2,0 % PES in Kombination mit SDS oder Alcapur® N im Priifverfahren 3 gegen
Sporen von B. thuringiensis DSM 350. Unter A, C und E sind die mittels Direktausstrichen (TSA) und
Verdiinnungsreihen (TSB) ermittelten Reduktionsfaktoren (RF/ml NM) dargestellt. Unter E wurden die
Direktausstriche auf TSA mit je 1 ml (500 pl/Platte) Neutralisationsmedium (NM) und je 1 ml (500 pl/
Platte) aus den Verdiinnungsreihen angefertigt. Die Diagramme B, D und F zeigen den prozentualen
Anteil der Keimtrager, bei denen innerhalb einer 7-tégigen Inkubation im Neutralisationsmedium (NM)
Wachstum von B. thuringiensis nachweisbar war. Die Ergebnisse basieren auf 2 bzw. 3 unabhéngigen
Versuchen mit je 4 Keimtrégern pro PES-Konzentration und Einwirkzeit.
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****** Methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduktionsfaktor der Direktausstriche (TSA)
und Verdiinnungsreihen (TSB) -------

Wirksamkeit von 2,0 % PES kombiniert mit Alcapur® N (pH 2,6) unter organischer Belastung
(A, B), sowie 5,0 % Wofasteril® E 400 [W] (entsprechend 2,0 % PES) kombiniert mit Alcapur® [A] im Ver-
héltnis 1:2, pH 5,1 (C, D) und 1:4, pH 9,3 (E, F) im Keimtrdgermodell 3 gegen Sporen von B. thuringiensis
DSM 350. Unter A, C und E sind die mittels Direktausstrichen (TSA) und Verdiinnungsreihen (TSB), nicht
E, ermittelten Reduktionsfaktoren (RF/ml NM) dargestellt. Unter E wurden die RF-Werte fiir 30 s bis 3 min
nicht quantitativ bestimmt. Die Diagramme B, D und F zeigen den prozentualen Anteil der Keimtréger, bei
denen innerhalb einer 7-tégigen Inkubation im Neutralisationsmedium (NM) Wachstum von B. thuringien-
sis nachweishar war. Die Ergebnisse basieren auf 2 bzw. 3 unabhéngigen Versuchen mit je 4 Keimtré-
gern pro PES-Konzentration und Einwirkzeit.
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Ahnlich wie die Sporen von B. subtilis ATCC 6633 lieRen sich auch die Sporen
des B. thuringiensis-Stammes DSM 350 als Surrogat in den Keimtragermodellen
bzw. -Priifverfahren problemlos bearbeiten. Die gute Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse unabhangiger Keimtragertestungen und die relativ hohe und kon-
stante PES-Toleranz in den Sporenprédparationen bestétigte die Wahl dieser Spo-
ren als Surrogat in dem Standardpriifverfahren (Priifverfahren 3: Uberschich-
tung mit Mechanik). Die leicht hohere Resistenz gegen PES im Vergleich zu den
bisher untersuchten Sporen verschiedener B. anthracis-Stamme ist sicherlich
nicht von Nachteil, da eine effiziente Reduktion der Surrogatsporen mit PES
mindestens den gleichen Effekt mit dem pathogenen Agens haben sollte. Die
Sporen wurden daher auch als Surrogat in den Praxisversuchen eingesetzt.

Die Selektion von B. thuringiensis war auRerdem, wie schon erwdhnt (3.3), fiir
die Durchfithrung von Praxisversuchen ein wichtiger Aspekt, da diese Spezies
in der Risikogruppe 1 (kein Krankheitserreger) eingruppiert ist und daher unter
BSL 1-Bedingungen gehandhabt werden kann.
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45  Anwendung des Standardpriifverfahrens (Uberschichtung mit
Mechanik) zur Ermittlung der Wirksamkeit von PES gegen
Vaccinia-Virus und Adenovirus

Sowohl im Falle des behiillten Vaccinia-Virus als auch des unbehiillten Adeno-
virus zeigte sich unter den Priifbedingungen des Standardpriifverfahrens (Uber-
schichtung mit Mechanik), dass die PES eine hochwirksame viruzide Substanz
ist. Mit PES-Konzentrationen von 0,01 % fiir das Vaccinia-Virus und 0,1 % fiir
das Adenovirus konnte schon nach 1 min die experimentell maximal erzielbare
Reduktion erreicht werden, die, abhdngig davon, ob als Neutralisationsmedium
Natriumthiosulfat oder Zellkulturmedium verwendet wurde, entsprechend der
Berechnung 5 oder bis zu 6 log,,-Stufen betrug (Tabellen 2 und 3). Auch 0,2 %
SDS ohne PES reichte aus, um innerhalb von 2 min Vaccinia-Virus bis zur Nach-
weisgrenze zu reduzieren. Dagegen konnte mit 0,5 % Alcapur®N (entsprechend
einem Gehalt von 0,2 % SLES) kaum Titerreduktion des Virus erreicht werden.
Der Titer des unbehiillten Adenovirus lie sich unter identischen Bedingungen
weder mit SDS noch Alcapur® N effizient reduzieren (RF 1,0 bzw. 0,3). Ausge-
hend von diesen Befunden sollte eine sporizide PES-Konzentration von 2,0 %
PES ausreichend sein, um auch PES-resistentere Viren als die hier untersuchten
Arten auf PSA hinreichend zu reduzieren, was ggf. mit entsprechenden Viren
bestédtigt werden konnte.
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Neutralisation in Neutralisation in
Natriumthiosulfat Zellkulturmedium
PES/Tensid-Konz. PES/Te_n s - PES/Te_n s -
Exposition Exposition
1 min 2 min 1 min 1,5 min 2 min
1,0 % PES >3,7 >3,7
1,0 % PES/0,2 % SDS >3,7 >3,7
0,5 % PES >3,7 >3,7
0,5 % PES/0,2 % SDS >3,7 >3,7
0,1 % PES >4,0 >4,0 >5,0 >5,0
0,05 % PES >3,7 >5,1
0,01 % PES >3,7 >5,1
0,005 % PES 1,6+0,3 >3,9 1,6+0,3 3,6+0,4 >4,7
0,001 % PES 0 0
0,2 % SDS 2,6 2,8 3,4 >4,7
0,5 % Alcapur®N 0,3 0,4

Tab. 2: Wirksamkeit von PES gegen das behiillte Vaccinia-Virus als kontaminierendes Agens im Priifver-
fahren 3 (Uberschichtung mit Mechanik). Dargestellt sind die Reduktionsfaktoren in Abhéngigkeit von der
Expositionszeit und PES-/Tensid-Konzentration (= = methodisch bedingter maximal ermittelbarer Reduk-
tionsfaktor, kann gleich oder groBer sein als der ermittelte Wert). Neben PES wurde auch die Wirkung

der Tenside (SDS und Alcapur® N) ohne PES untersucht. Die Neutralisation erfolgte sowohl mit 0,3 %
Natriumthiosulfat als auch mit Zellkulturmedium (DMEM + Zusatze).



0,1 % PES =4,5
0,1 % PES/0,2 % SDS

0,1 % PES/0,5 % Alc. N

0,05 % PES =4,8
0,05 % PES/0,2 % SDS

0,05 % PES/0,5 % Alc. N

0,03 % PES

0,02 % PES

0,01 % PES

0,01 % PES/0,2 % SDS

0,01 % PES/0,5 % Alc. N

0,005 % PES 0,8
0,001 % PES 0,5
0,2 % SDS

0,5 % Alcapur® N

2,7

1,3

=6,0

=59

=59
5,8
5,9
5,8
3,7
1,6
0,5
1,6
0,9
0,2
0,1
1,0
0,3
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=6,0

=6,0
25,8

4,7
2,2

Wirksamkeit von PES gegen das unbehiillie Adenovirus als kontaminierendes Agens im Priifver-

fahren 3 (Uberschichtung mit Mechanik). Dargestellt sind die Reduktionsfaktoren in Abhéngigkeit von
der Expositionszeit und PES-/Tensid-Konzentration (== methodisch bedingter maximal ermittelbarer

Reduktionsfaktor, kann gleich oder groBer sein als der ermittelte Wert). Neben PES +SDS oder Alcapur®

N (Alc. N) wurde auch die Wirkung der Tenside ohne PES untersucht. Die Neutralisation erfolgte sowohl

mit 0,3 % Natriumthiosulfat als auch mit Zellkulturmedium (EMEM + Zusatze).
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46  Anwendung des Standardpriifverfahrens und Priifverfahrens 2
(Uberschichtung mit und ohne Mechanik) zur Ermittlung der
Wirksamkeit von PES gegen Rizin

Das Proteintoxin Rizin, das in Form von Rizinrohextrakt in den Keimtragerver-
suchen eingesetzt wurde, erwies sich deutlich stabiler gegeniiber den oxidie-
renden Eigenschaften von PES als die untersuchten Viren und zum Teil stabiler
als die untersuchten Bacillus-Sporen. Mit 2,0 % PES ohne SDS-Zusatz konnte
erst nach 10 bis 15 min Einwirkzeit eine deutliche Reduzierung der Rizinaktivi-
tiat beobachtet werden (Anstieg der Zellvitalitdt), wenn 1 pl Rizinrohextrakt mit
der Technik des Standardpriifverfahrens (Priifmodell 3: Uberschichtung mit
Mechanik) mit 10 pl PES, jedoch ohne SDS, behandelt wurde (Abb. 20 A). Die
Kombination 2,0 % PES mit 0,2 % SDS (PES/SDS) erhéhte den Inaktivierungs-
effekt insofern, als schon nach 5 min Einwirkzeit keine zytotoxische Rizinwir-
kung mehr nachweisbar war. Diese moglicherweise synergistische Wirkung
von PES und SDS lieR sich nicht mit 2,0 % PES in Kombination mit 0,5 % Alca-
pur®N erzielen. Mit PES/Alcapur® N zeigte sich eine dhnliche Wirkung wie mit
PES ohne Tensidzusatze.

Nach Einsatz der Tensidlosungen gegen 1 pl Rizinrohextrakt im Priifmodell 3
konnte, dhnlich wie mit dest. Wasser, keine rizininaktivierende Wirkung beob-
achtet werden (Abb. 20 A). Nach Anfertigen von Verdiinnungsreihen mit den
Proben, in denen Rizinrohextrakt z. B. nur mit dest. Wasser und im Vergleich
dazumito,2 % SDSbehandelt wurde, zeigte sich, dass das SDS-behandelte Rizin
weniger zytotoxisch war (Abb. 21 A). Diesbeziiglich enthielt die Verdiinnungs-
stufe mit einer berechneten bzw. theoretischen Rizinkonzentration von
1,25 ng/ml keine zytotoxische Wirkung mehr, wenn 1 pl Rizinrohextrakt mit
der Technik des Standardpriifverfahrens (Uberschichtung mit Mechanik) fiir
10 min mit 10 pl 0,2 % SDS behandelt wurde, dagegen war die Zytotoxizitat der
Wasserkontrolle (1 pl Rizinrohextrakt behandelt mit 10 pl dest. Wasser) erst bei
einer berechneten Rizinkonzentration von 0,08 ng/ml nicht mehr nachweisbar.
Demnach kann davon ausgegangen werden, dass auch die reine 0,2 %ige SDS-
Losung eine Reduzierung der Rizinaktivitdat bewirken kann. Die Berechnung der
Rizinkonzentration in diesen Proben basierte auf der im Keimtragertest einge-
setzten Rizinmenge. Die Zytotoxizitdt des Rizinrohextraktes (ohne Auftragung
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auf Keimtrdger) war bei einer Konzentration von ca. 0,004 ng Rizin/ml aufge-

Kapitel 4.6

hoben (Abb. 21 B). Dies zeigte, dass durch die Arbeitsschritte (Abb. 6) von der

Keimtragerbehandlung bis zur Aufkonzentrierung mit einem Rizin- oder Rizin-

aktivitatsverlust um den Faktor 20 zu rechnen ist oder vielleicht auch ein Teil

des Rizins am Trdgermaterial gebunden bleibt.

A
120
100 A [
g 80 -
c
2
3 60
o}
©°
] 40 +
-
> 20 A
ol Ll un
5 min 10 min
Einwirkzeit
B
120
100 -
g 80 1
<
2
& 60 A
)
©°
g 40
£
= 20 4
oA

5 min 10 min

Einwirkzeit

Wirksamkeit von 10 pl 2,0 % PES ohne und mit 0,2 % SDS oder 0,5 % Alcapur® N gegen 1 pl
Rizinrohextrakt (5 pg Rizin) im Priifverfahren 3 (Uberschichtung mit Mechanik) (A) und im Priifverfahren 2

15 min
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PES/SDS
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SDS
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PES
PES/SDS
B PES/Alc. N

(Uberschichtung ohne Mechanik) (B). Die Vitalitit der Zellen in Prozent représentiert das MaB der Inakti-
vierung des Toxins durch das Desinfektionsmittel in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit ermittelt mit dem

Zytotoxizitatsassay. Die Extinktionswerte der unbehandelten Vero-Zellen (Zellkontrollen) entsprachen
100 % Zellvitalitét. Die Ergebnisse in Abbildung A basieren auf mindestens 2 unabhangigen Versuchen

mit 1-2 Keimtrégern pro Versuch. Die Ergebnisse in Abbildung B basieren auf einem bzw. 2 unabhéngi-

gen Versuch(en) mit je einem Keimtréger pro Einwirkzeit.

91



Abschlussbericht | Band 17

A
120 l l
100 [ = [ i
I [
8 s [ T
5 [
]
3 60
o]
T 40
5
g 20 [
0 ==l F—T— TI - - - - - - - !
320 160 80 40 20 10 5 25 125 0,62 0,31 0,16 0,08 0,04 0,02 0,01

20 Rizinkonzentration (ng/ml)

Verdiinnungsreihe aus 1 pl Rizinrohextrakt behandelt mit 10 pl dest. Wasser im Keimtragermodell 3
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B Verdunnungsreihe mit unbehandeltem Rizinrohextrakt (5mg Rizin/ml)

Vitalitét der Zellen in Abhéngigkeit vom Rizingehalt in den Verdiinnungen, hergestellt aus 1.)
Rizinrohextrakt nach 10 min Exposition mit dest. Wasser und Il.) nach 10 min Exposition mit 0,2 % SDS
im Priifverfahren 3 (Uberschichtung mit Mechanik) (A). Die Rizinkonzentration der Verdiinnungen wurde
aus der im Keimtrégertest eingesetzten Rizinmenge berechnet. Die Abbildung B zeigt im Vergleich
dazu die Vitalitat der Zellen in Abhéngigkeit von der Rizinkonzentration des unbehandelten, jeweils 1:2
verdiinnten Rizinrohextraktes. Die Pfeile kennzeichnen die Rizinkonzentration, bei der die zytotoxische
Wirkung aufgehoben scheint. Die Extinktionswerte der unbehandelten Vero-Zellen (Zellkontrollen) ent-
sprachen 100 % Zellvitalitat. Die Ergebnisse basieren auf 2 unabhéngigen Versuchen.
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Wirksamkeit von 10 pl und 50 pl 2,0 % PES mit 0,2 % SDS bzw. 0,5 % Alcapur® N gegen 3x2 pl
Rizinrohextrakt (30 pg Rizin) nach 10 min Exposition im Priifverfahren 3 (Uberschichtung mit Mechanik)
(A). Unter B ist die Wirksamkeit von 50 pl 2,0 % PES +Tenside gegen 3x2 pl Rizinrohextrakt nach 10 min
Exposition in den Priifverfahren 3 und 2 (Uberschichtung mit und ohne Mechanik) dargestellt. Die Vitalitéit
der Zellen in Prozent reprasentiert das MaB der Inaktivierung des Toxins in Abhéngigkeit vom Desinfek-
tionsmittelvolumen (A) bzw. der Uberschichtungstechnik (B), ermittelt mit dem Zytotoxizititsassay. Die
Extinktionswerte der unbehandelten Vero-Zellen (Zellkontrollen) entsprachen 100 % Zellvitalitét. Die
Ergebnisse basieren auf 2 unabhéngigen Versuchen mit je einem Keimtrager pro Versuchsansatz.
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Im Vergleich zu den Ergebnissen, die mit der Technik des Standardpriifverfahrens
(Priifmodell 3: Uberschichten mit Mechanik) erhalten wurden (Abb. 15 A), zeigte
sich, dass unter Anwendung von Priifverfahren 2, d.h. nach Auftragung von 1 pl
Rizinrohextrakt und Uberschichtung mit 10 pl PES-Lésung ohne Mechanik, auch
mit PES/SDS erst nach 10 min ein deutlicher Rizinaktivitatsverlust im Zytotoxizi-
titstest, dhnlich wie mit PES oder PES/Alcapur® N, nachweisbar war (Abb. 20 B).

Wurde mehr Rizinrohextrakt auf die Keimtrdger aufgetragen (3x2 pl), dann
waren 10 pl 2,0 % PES kombiniert mit SDS oder Alcapur® N trotz mechanischer
Uberschichtung unwirksam (Abb. 22 A). Durch Erhéhung des PES/SDS-Volu-
mens auf 50 pl konnte eine deutliche Abnahme der Zytotoxizitat beobachtet
werden, weniger jedoch mit 50 pul PES/Alcapur® N oder reiner PES-Lésung
(Abb. 17 B). Die Versuche mit der Technik ,,Uberschichtung ohne Mechanik*
(Prifmodell 2) zeigten, dass PES/SDS deutlich weniger effektiv war als unter
Anwendung der Technik ,Uberschichtung mit Mechanik“ (Priifverfahren
3), jedoch nach wie vor wirksamer als PES oder PES/Alcapur® N, die sich als
nahezu wirkungslos erwiesen (Abb. 22 B).

Ausgehend von diesen Befunden ist anzunehmen, dass die Akkumulation der
Rizinmolekiile in Form der Spots offensichtlich einen gewissen (zeitlich limitier-
ten) Oxidationsschutz fiir Molekiile innerhalb der Spots bietet, so dass PES
bzw. PES/SDS ohne mechanische Verteilung und dadurch ohne Zerstérung
des Rizinspots langsamer wirkt als unter mechanischer Verteilung. Die mecha-
nische Verteilung fiihrte zu einer Vermischung von PES und Rizinrohextrakt und
wahrscheinlich infolgedessen zur Zerstérung gréfRerer Proteinaggregate. Dieser
Wirkeffekt konnte bisher mit Bacillus-Sporen nicht beobachtet werden, zeigt aber,
dass es sinnvoll sein kann, beide Uberschichtungsverfahren, d.h. das Priifverfah-
ren 3 als Standardpriifverfahren (Uberschichtung mit Mechanik) in Kombina-
tion mit dem Priifverfahren 2 (Uberschichtung ohne Mechanik) zur Testung von
Desinfektionsmitteln auf PSA-Oberflichen einzusetzen. Die Befunde weisen
darauf hin, dass fiir kontaminierende Agenzien auch eine volumenabhédngige Wir-
kung der PES + Tenside vorhanden sein kann und berticksichtigt werden sollte.

Prinzipiell konnte gezeigt werden, dass PES auch gegen Rizin bzw. Rizinrohex-
trakt wirkte und die Kombination 2,0 % PES/0,2 % SDS nach einer Einwirk-
zeit von 5-10 min zu einer hohen Rizininaktivierung fiihrte, insbesondere dann,
wenn die Technik des Standardpriifverfahrens (Uberschichtung mit Mechanik)
mit ausreichend PES-Volumen eingesetzt wurde.
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4.7  Ubertragung der sporiziden Modellbedingungen in die Praxis

Die mit dem Standardpriifverfahren (Modell 3) und dem Priifverfahren 2 ermit-
telten Parameter, die zu einer hohen bis zur experimentell bedingten maximal
erreichbaren Sporenreduktion (>5 log;,-Stufen) fiihrten, wurden mit einer
Schaufensterpuppe oder Personen in PSA auf ihre Ubertragbarkeit in die Praxis
uberpriift. Diesbeziiglich wurde die PSA-Oberfldche mit Sporen von B. thuringien-
sis DSM 350 kontaminiert und zur Dekontamination 2,0 % PES in Kombination
mit der kommerziell erhiltlichen Tensidlésung Alcapur® N (0,5 %) eingesetzt.

4.7.1  Praxisversuche am Puppenmodell

Am Puppenmodell wurden, wie unter 3.7.1 dargestellt, verschiedene Schutzan-
zugtypen aus unterschiedlichen Materialien getestet. Nach Sporenkontamina-
tion erfolgte die Dekontamination durch Begie3en bzw. Duschen mittels Giel3-
kanne mit und ohne Mechanik. Neben PES kombiniert mit Alcapur® N wurde
die Tensidlosung auch ohne PES sowohl ohne als auch mit Mechanik einge-
setzt. In diesen Untersuchungen sollte gepriift werden, ob méglicherweise die
Tensidlosung alleine schon eine hohe Sporenabreicherung von der PSA-Ober-
fliche bewirkt, indem der Duscheffekt die Sporen vom Anzug abschwemmt,
ohne sie abzutdten. Die Ergebnisse (Tabelle 4) zeigten, dass das BegieBen des
Tychem® F-Anzugs mit reiner Tensidlsung ohne Mechanik offensichtlich
nur wenig zur Sporenreduktion beitrdgt, da nach dekadischer Verdiinnung
der Neutralisationsmedien teils noch Wachstum bis zu einer Verdiinnung von
=10 (104=2107°) in den Tupfer- und Stoffproben der kontaminierten Bereiche
(jeweils die obersten markierten Kreisflichen) nachweisbar war. In Tabelle
4 sind jeweils die héchsten sowie niedrigsten Verdiinnungsstufen mit Bakte-
rienwachstum der insgesamt 6 Proben pro Probennahmestelle (3 Tupfer- und
3 Stoffproben) angegeben. Auch die Proben der markierten, nicht kontami-
nierten Kreisflachen waren positiv, bis zu einer Verdiinnung von 104 im zwei-
ten Kreis und meist bis zu 107! im dritten (untersten) Kreis, so dass Sporen durch
die Tensidlésung von der Auftragungsstelle abgeschwemmt worden waren.
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Probennahmestelle
Vorderseite
Oberkdrper rechts
Oberkdrper links

Oberkdrper Mitte 103-10”" 1)
Oberarm rechts 1074-1071 (1)
Oberarm links 1073-10% (1)

Achselbereich rechts
Achselbereich links
Oberschenkel rechts 107%-10”" 1)
Oberschenkel links
Unterschenkel rechts
Unterschenkel links
Oberschenkel innen rechts
Oberschenkel innen links
Sichtschutz

Handschuh rechts
Handschuh links

Stiefel rechts

Stiefel links

Riickenseite

Ricken rechts

Rucken links

Riicken Mitte 10%-102 (1)
Oberschenkel rechts

Oberschenkel links 101071 (1)

Unterschenkel rechts
Unterschenkel links
Hinterkopf Mitte

10°-10° (1)

>10%-102 (1)
>10%-1072 (1)
=10%-102 (1)
=10%-107 (5)

10°-102 (1)

=10%-102 (1)

1075-107" (1)

103-10° (1)

103-107" (1)
104-107" (1)
107-10° (1)
103-107" (5)

1074-107 (1)

102-107" (1)

103-102 (1)

Praxisversuche am Puppenmodell (Schaufensterpuppe in PSA). Wirksamkeit von 0,2 % Ten-
sidlésung (0,5 % Alcapur ® N) und 2,0 % PES kombiniert mit 0,2 % Tensid gegen Sporen von B. thurin-
giensis auf der PSA-Oberflache.
Die Einwirkzeit inkl. Auftragung der Dekontaminationsmittel betrug in allen Versuchen 3 min. Von

den 6 Einzelergebnissen je Probennahmestelle (3 Tupfer- und 3 Stoffproben) sind 1.) der Bereich der
maximalen bis minimalen Verdiinnungsstufe mit Wachstum von B. thuringiensis bzw. bis kein Wachstum



negativ (1)
negativ (1)

1071 - negativ (1)
negativ (1)
1075- negativ (1)
negativ (1)
107"- negativ (1)

negativ (1)
10°- negativ (1)
negativ (1)
2x107" (1)
107", negativ (1)

1x107"70, negativ (1)

1x1070, negativ (1) 1x107°, negativ (1)

107 - negativ (1)
2x107", negativ (1)

negativ (1)

negativ (1)
negativ (1)

negativ (1)
negativ (1)
negativ (1)
negativ (1)
negativ (1)

negativ (1)
negativ (1)
negativ (1)

negativ (1)
negativ (1)

negativ (1)

negativ (1)
negativ (1)

negativ (1)

1x10°%0, negativ (2)

negativ (3)
negativ (4)

negativ (3)
negativ (2)

1x107", negativ 3) 1x10°, negativ (3)

negativ (4) negativ (2)
1x107, negativ (1) negativ (2)
>10"6-negativ (3) negativ (2)
1073-negativ negativ (2)

negativ (1)
negativ (1)

1x107", negativ (2) 2x107", negativ (2)
=106- negativ (3)  2x 102, negativ (2)

negativ (1)
negativ (1)
negativ (1)
negativ (1)
negativ (4) negativ (1)
negativ (3) negativ (2)
negativ (1)

1072 - negativ (1)
1071- negativ (1)
negativ (1)

1075 negativ (3)

negativ (1)
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negativ (1)
1x100, negativ (1)

2x10°, negativ (1)
1x10°, negativ (1)
1x10°, negativ (1)
negativ (1)
1x107", negativ (1)

negativ (1)
107- negativ (1)

1x107", negativ (1)
2x=10"
107, 10%(1)
negativ (1)
negativ (1)

negativ (1)
negativ (1)

1x107", negativ (1)

2x=10"%, negativ (1)

negativ (1)

(= negativ) angegeben, Il.) die Anzahl der Verdiinnungen mit Wachstum aufgefiihrt, wéhrend die restlichen
Proben mit ,negativ* bewertet wurden. Die Bewertung ,negativ“ und farblich unterlegt bedeutet, dass
in allen 6 Proben der Probennahmestelle oder 2 Proben je Handschuh und Stiefel (hier wurden nur die
kontaminierten Stellen beprobt) kein Wachstum nachweisbar war. Die Klammern enthalten die Anzahl der
Versuche, in denen die einzelnen Probennahmestellen getestet wurden.
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Wurde die Tensidlosung wahrend des Auftragens zusédtzlich mit dem Pinsel
verwischt (mit Mechanik), konnte in den Proben der kontaminierten Flachen
(Tupfer- und Stoffproben) im Vergleich zum Begief3en ohne Mechanik eine
Sporenabreicherung vonbis zu 3 log,,-Stufen erreicht werden. In den Proben der
markierten Flachen unterhalb der kontaminierten Kreisflache verhielt es sich
dhnlich wie in dem Versuch ohne Mechanik. In den Proben der zusitzlich unter
diesen Dekontaminationsbedingungen markierten Kreise, an unterschied-
lichen Stellen der PSA, war Wachstum bis zur ersten Verdiinnungsstufe nach-
weisbar. Sicherlich wurde ein grol3er Teil der Sporen durch die Wischtechnik
und das fortlaufende BegieRen mit der Tensidlésung von der Anzugoberfldche
abgewaschen, doch wie die Ergebnisse zeigen, wurden durch den Wischprozess
auch die Sporen auf der gesamten Anzugoberflache verteilt. Aufgrund dieser
Befunde wurde die DekontaminationsmalRnahme mit reiner Tensidlésung als
unzureichend bewertet. Ubertragen auf die Praxis, z.B. in biologischen Gefah-
renlagen mit Kontaminationsverdacht, stellen derart behandelte Schutzanziige
ein Infektionsrisiko fiir Trager und Helfer dar.

Das BegieRRen der Anzugoberfliche mit 2,0 % PES kombiniert mit Alcapur® N
ohne Mechanik fiihrte zu einer vollstandigen Abreicherung der Sporen an vie-
len kontaminierten Stellen (Sporenreduktion: =6 log,,-Stufen). Auch in den
darunterliegenden Beprobungsstellen waren dann keine keimungsfdahigen
Sporen nachweisbar (Bewertung: negativ). Die Ergebnisse zeigten auch, dass
ohne mechanische Verteilung des Desinfektionsmittels schwer zugédngige
Stellen wie z.B. die Achselbereiche unter den mehr oder weniger statischen
Bedingungen des Puppenmodells nicht effizient dekontaminiert wurden,
ebenso manche Stellen mit ausgepragten Stofffalten. Erwartungsgemaf wur-
den mit mechanischer Verteilung der PES-Losung bessere Ergebnisse erzielt.
Mit mechanischer Verteilung bedeutete auch, dass die Anzugoberfliche zum
Teil nur mit einer diinnen PES/Tensid-Schicht bedeckt war, dhnlich wie auf
der Keimtrigeroberfliche nach Uberschichten mit Mechanik (Methodik des
Standardpriifverfahrens). Dies reichte aus, um auch im praxisnahen Puppen-
modell nach Einwirkung der PES-Lsung fiir 3 min eine hohe Sporenreduktion
und somit einen guten Dekontaminationseffekt zu erzielen mit hiufig nega-
tivem Befund der Proben. Auch im praxisnahen Puppenmodell konnte somit
nach einer Dekontaminationszeit von 3 min an vielen Stellen die experimen-
tell maximal erreichbare Sporenreduktion erhalten werden mit bis zu = 6 log;, -
Stufen (ausgehend davon, dass die Sporenspots nicht abgeschwemmt oder die
Sporen nicht durch Wischen verteilt wurden). Die praxisnahen Versuche am
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Puppenmodell bestdtigten die Ergebnisse der Keimtragertestung entsprechend
dem Standardpriifverfahren (Uberschichtung mit Mechanik) und dem Priifver-
fahren 2 (Uberschichtung ohne Mechanik).

4.7.2 Praxisversuche mit Probanden in PSA

In den Praxisversuchen auf dem Geldnde der Berliner Feuerwehr in WeiRensee
wurden die Dekontaminationsverfahren ,,BegieBen ohne und mit Mechanik®
sowie ,,Bespriihen mit und ohne Mechanik® mit den verschiedenen Schutzan-
zugtypen unter unterschiedlichen Wetterbedingungen getestet. Durch die grol3e
Unterstiitzung erfahrener Feuerwehrangehériger und ihrer Kollegen, die sich als
Anzugtrager zur Verfiigung stellten (Probanden) und oft langer als geplant in den
Anziigen ausharren mussten, wenn durch die Wetterlage die Sporensuspension
nur langsam antrocknete, war es eine effiziente und angenehme Zusammenarbeit
mit Erfahrungsaustausch und Lerneffekten im Ein- und Auskleiden sowie Abkle-
ben der Anziige an sensitiven Stellen, wie z. B. den Ubergéngen Schutzmaske und
Anzug oder Handschuhe und Anzug. Die Arbeiten zeigten u. a. auch, wie wichtig
es ist, verldssliche Gerate zur Dekontamination zur Verfiigung zu haben.

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse dieser Feldversuche zusammengefasst. Auch hier
zeigte sich, wie auch im Puppenmodell, dass schon nach Bespriihen oder Begie-
Ben der Anzugoberflichen, ohne zusitzliche mechanische Verteilung der PES-
Losung, eine hohe Sporenreduktion an den kontaminierten Stellen stattgefun-
den hatte und in den beiden darunterliegenden markierten Flachen in der Regel
keine keimungsfahigen Sporen nachweisbar waren. Die Technik ,,BegieRen ohne
Mechanik® lieferte in dem Versuch mit dem grauen Tychem® F-Anzug sehr gute
Ergebnisse, so dass lediglich an zwei Stellen noch keimungsfahige Sporen nach-
weisbar waren.
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Nr.  Probennahmestelle
Vorderseite

1 Oberkdrper rechts

2 Oberkorper links

3 Oberarm rechts

4 Oberarm links

5 Achselbereich rechts

6 Achselbereich links

7 Oberschenkel rechts

8 Oberschenkel links

9 Oberschenkel innen rechts

10  Sichtschutz

11 Handschuh rechts

12 Handschuh links

13  Stiefel rechts

14 Stiefel links
Riickenseite

15  Rucken rechts

16 Rucken links

19  Oberschenkel rechts

20 Unterschenkel rechts

22 Unterschenkel links

24 Hinterkopf Mitte

Wetterbedingungen

100

negativ
=103, 2x10°

1072, 2xnegativ
102, 2xnegativ

negativ
2xnegativ, 107!
10'1, 2xnegativ
10'1, 2xnegativ
10'1, 2 xnegativ

1xnegativ
1xnegativ
1xnegativ
1xnegativ

1xnegativ

1xnegativ

=1 0'3, negativ, 1 o°

2x=103, 107"

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

>1 0'3, 2xnegativ

1xnegativ

1xnegativ
1x107

1xnegativ

negativ
negativ
negativ

negativ

12°C, sonnig

100, 2x10™
negativ
negativ
negativ

=10, 2x10™
107", 2x negativ
1 0’3, 2 xnegativ
negativ
10'1, 2xnegativ
104,102, 107
1x107°
1xnegativ
1x107
1xnegativ

=104,103, 10°
negativ
negativ

negativ

107", 10°, 10
6°C, bedeckt,
windig

Praxisversuche mit Probanden in PSA. Wirksamkeit von 2,0 % PES kombiniert mit 0,2 % Tensid
(0,5 % Alcapur ® N) gegen Sporen von B. thuringiensis auf der PSA-Oberfléche.
Die angegebenen Werte beziehen sich auf die 3 Tupferproben pro Probennahmestelle (Stoffproben
wurden nicht ausgeschnitten), beginnend mit dem Ergebnis des oberen kontaminierten Kreises. Die
Bewertung ,,negativ“ (farblich unterlegt) bedeutet, dass in allen 3 Proben eines Bereiches bzw. 1 Probe



=104, 2x10™
3x102
104,2xnegaﬁv
104,2xnegaﬁv
102,2xnegaﬁv
negativ
104,2xnegaﬁv
104,2xnegaﬁv
negativ, 2x1 0"
negativ
1x1072
1x102
1x107
1xnegativ

104,2xnegaﬁv
negativ

104,2xnegaﬁv

102, 10-1, 10°

104,2xnegaﬁv
6°C, bedeckt,
windig

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
103,102,108

1xnegativ
1xnegativ
1xnegativ
1xnegativ

negativ

negativ
104,2xnegaﬁv

negativ

negativ

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
2xnegativ,10'1
104,2xnegaﬁv

negativ
1xnegativ
1xnegativ
1xnegativ
1xnegativ

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

18°C, bedeckt bis sonnig

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ

1x10™"

1x10°

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

negativ
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negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
1x107
1xnegativ
1xnegativ
1xnegativ

negativ
negativ
negativ
negativ
negativ
negativ

8°C, Regen, leicht windig

je Handschuh und Stiefel (hier wurde nur die kontaminierte Stelle beprobt) kein Wachstum nachweisbar
war. Die Tychem® F-Anziige wurden mit schwarzen (Butyl-), die Pro Chem Ill-Anziige mit griinen (Vinyl-)
Schutzhandschuhen kombiniert. Die Ergebnisse basieren auf Einzelversuchen. (negativ = kein Wachstum
in der Probe; =104 = mindestens bis zu der Verdiinnungsstufe 104 war Wachstum nachweisbar)
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Dass mit der gleichen Technik auf dem Pro Chem IlI-Anzug noch an vielen
Auftragungsstellen geringe Sporenmengen nachweisbar waren, war darauf
zuriickzufiihren, dass in diesem Versuch ein defekter GieRBstutzen kein gleich-
maiges BegieBen des Anzugs in der vorgegebenen Zeit ermdoglichte (ca. 1 min),
so dass dadurch offensichtlich einige Stellen unzureichend oder zu kurz benetzt
wurden. Trotzdem wurde nach insgesamt 4 min die Dekontamination durch
anschlieBendes Duschen beendet. Eine dhnliche Situation ergab sich beim
Bespriihen des Pro Chem I11-Anzuges ohne Mechanik. Dadurch, dass der Spriih-
druck wihrend des Bespriihens nachlie3, wurden auch hier offensichtlich
viele Stellen nicht ausreichend oder zu kurz benetzt. Auch in diesem Versuch
betrug die gesamte Dekontaminationsdauer (Benetzungs- und Einwirkzeit)
4 min. Diese Erfahrungen trugen dazu bei, dass in den weiteren Versuchen
ganz auf die Duschtechnik mittels GieBkanne verzichtet wurde und nur noch
die 5 Liter-Druckspriihgerdte zum Einsatz kamen, von denen zwei bereitstan-
den (Arbeits- und Ersatzgerét), die jedes Mal vor Gebrauch auf Druckhaltung
und Sprithwirkung hin tiberpriift wurden. Um die Dekontaminationseffizienz
mit der Spriihtechnik zu erh6hen, wurde in den nachfolgenden Versuchen der
Anzug nicht nur durch einmaliges Besprithen benetzt und dann die Einwirk-
zeit auf 3 min begrenzt, sondern es erfolgte ein gleichmé@Riges Bespriihen iiber
die Dauer von 5 min (ohne Mechanik) oder alternierend Sprithen, Wischen und
Sprithen (mit Mechanik) tiber diese Zeit. Die damit erreichten Dekontamina-
tionseffekte sind in Tabelle 5 dargestellt.

Die Verldngerung der Dekontaminationszeit war auch insofern wichtig, um
unter Kommunikation mit dem Anzugtrdger (Aufforderung zum Umdre-
hen, Arme hochheben etc.), im Idealfall durch einen Helfer, eine effiziente
Dekontamination mit der nétigen Ruhe (soweit moglich in B-Gefahrenlagen)
und Sorgfalt durchfiihren zu kdnnen.

In diesen Versuchen wurde neben den Schutzanziigen aus Tychem® F-Material
auch der Vautex Elite-Schutzanzug verwendet. Die Dekontamination des
Vautex Elite-Anzugs erfolgte im Eingangsbereich des Duschzeltes mit Position
des ,,Dekontaminators“ aullen vor dem Zelteingang und hochgeklappter Ein-
gangstiir. Diese Technik wurde dem wichtigen Sicherheitsaspekt, der Verhinde-
rung von Versprithungen wéahrend der Dekontamination, insofern gerecht, als
dass diese Versprithungen lokalisierbar, d. h. auf das Zeltinnere begrenzt waren
und somit keine vitalen Sporen in die Umgebung verspriiht. Trotz des schwa-
chen Druckes des Spriihgerdtes waren wahrend der Dekontamination in der
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offenen Wanne (Abb. 9) Versprithungen bis zu ca. 1 m zu beobachten, was im
Freien durch einen Dreiseitenschutz begrenzbar ware. Auf Schutzhandschuhen
(aus Vinyl und Butyl) und teils auch auf Stiefeln waren nach der Dekontamina-
tion haufignoch die Stellen der Sporenauftragung gut sichtbar, so dass dort noch
ausreichend Sporenmaterial vermutet wurde. Trotzdem waren nach Abnahme
der Tupferproben und teilweise auch von Stoffproben keine keimungsfahigen
Sporen mehr nachweisbar. Im Falle der Praxisversuche mit Personen in PSA
wurden in der Regel nur Tupferproben genommen und keine Stoffproben aus-
geschnitten, so dass die Probanden mittels Helfer aus den intakten Anziigen
aussteigen konnten.

Schlieflich konnte auch mit diesen Praxisversuchen die Effizienz des Standard-
priifverfahrens bestdtigt werden. Mit der Kombination 2,0 % PES/0,2 % Tensid
konnte durch Besprithen mit Mechanik innerhalb 5 min eine hohe Sporenabrei-
cherung auf der PSA-Oberfldche erreicht werden. Die unterschiedlichen Wet-
terbedingungen, unter denen die Versuche durchgefiihrt wurden (Tabelle 5),
schienen die Wirksamkeit der PES nicht zu beeinflussen.
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4.8 Bewertung der Modellsysteme im Hinblick auf die Wirksamkeit
unter praxisnahen Bedingungen und den praktischen Nutzen

Die Keimtriagermodelle 2 und 3 (Uberschichtung ohne und mit Mechanik), in
denen die kontaminierte PSA-Oberfliche mit der tensidhaltigen PES-Losung
ohne oder mit mechanischer Verteilung iiberschichtet wird, repriasentieren
bezogen auf die Praxis die Dekontamination der Anziige durch Benetzen der
gesamten Fliche mittels Giel3- oder Spriihtechnik ohne (Priifmodell 2) oder
mit zusdtzlichem Verteilen der PES-Losung mit weicher Biirste (Priifmodell 3).
Im Keimtréagertest wurde insbesondere das Modell 3 als ein sehr realitdtsnahes
Testverfahren favorisiert und nicht nur mit Bacillus-Sporen, sondern auch mit
Viren und Rizin als Kontaminationen und Peressigsdure +Tenside als Desinfek-
tionsmittel erfolgreich getestet. Aufgrund der realitdtsnahen Bedingungen, der
guten Reproduzierbarkeit der Ergebnisse und der offensichtlichen Robustheit
des Priifsystems wurde das Priifmodell als Standardpriifverfahren ausgewdhlt,
das, in Abhdngigkeit von der Zusammensetzung des Desinfektionsmittels (= Ten-
side), auch in Kombination mit dem Priifmodell bzw. Priifverfahren 2 (Uber-
schichtung ohne Mechanik) eingesetzt werden kann. Die Priifverfahren bieten
eine Reihe von Variationsmoglichkeiten, d. h. unterschiedliche PSA-Materialien
und unterschiedliche kontaminierende Agenzien konnen getestet werden.

Im Vordergrund der Untersuchungen stand die Testung der sporiziden Wir-
kung der PES bei Verdacht auf Kontamination der PSA-Oberfldche mit Sporen
von Bacillus anthracis. Um diese Fragestellung im Priifmodell auch auflerhalb
des BSL 3-Labors untersuchen zu kénnen, erwiesen sich die Sporen von B. thu-
ringiensis DSM 350 als ein geeignetes Surrogat und schlief3lich 2,0 % PES in
Kombination mit 0,2 % Tensid als ein wirkungsvolles Desinfektionsmittel.

Die in der Keimtrdgertestung ermittelte effiziente Dekontaminationszeit
von 3-5 min mit einer Sporenreduktion von 4,5->5 log,,-Stufen im Falle der
B. thuringiensis-Sporen (inkl. Desinfektionsmittelauftragung) bestatigte sich im
Puppenmodell und im Feldversuch mit Personen in PSA. Unter Anwendung der
Spriihtechnik mit relativ niedrigem Druck erwies sich eine Dekontaminations-
zeit von 5 min mit stindigem Benetzen der PSA ohne Mechanik (Besprithen ohne
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Wischen) oder alternierend Bespriihen, Wischen und Bespriihen als sehr effek-
tiv. Diese Vorgehensweise wurde im Keimtragermodell nicht ndher untersucht,
sollte aber eher den Dekontaminationserfolg verbessern als verschlechtern.

In den Praxisversuchen wurde die PES-Wirkung sofort nach der Dekontamina-
tion durch das Begiel3en oder Duschen mit Wasser gestoppt oder zumindest PES
so stark verdiinnt, dass eine Nachwirkung vernachlédssigbar war. Im B-Einsatz
konnte das Abduschen verzdgert erfolgen (nach 2-3 min), so dass durch den
kurzzeitigen Nachwirkungseffekt zusdtzlich eine Sicherheitsmarge geschaffen
wird. Ein kurzes Abspiilen der PSA mit Wasser wiirde auf jeden Fall verhindern,
dass der Trager beim Ausziehen evtl. versehentlich mit der 2 %igen PES-Lésung
in Bertihrung kommt.

Aus der Summe der Experimente zur sporiziden und viruziden Wirkung der Per-
essigsdure im Keimtrager-Priifverfahren und unter praxisnahen Bedingungen
(grau hinterlegt) wurden somit folgende Parameter als wirksam ermittelt:

PES ohne Tenside 2% 0,1% 2%
Einwirkzeit 5 min 1 min 15 min
Technik (Uberschichtung) - Mechanik + Mechanik + Mechanik
Reduktionsfaktor =5 =5 =6 ~4
PES/SDS 2%/0,2% 0,1%/0,2% 2%/0,2%
Einwirkzeit 5 min 1 min 10 min
Technik (Uberschichtung) + Mechanik + Mechanik + Mechanik
Reduktionsfaktor =5 - =6 ~4
PES/Alcapur® N 2%/0,5% 0,1%/0,5% 2%/0,5%
Einwirkzeit 5 min 1 min 15 min
Technik (Uberschichtung) + Mechanik + Mechanik + Mechanik
Reduktionsfaktor =5 - =6 ~4

* Fir Rizin bzw. Rizinrohextrakt wurde mit den getesteten Verfahren eine deutliche Reduk-

tion der Aktivitdt erzielt. Weitere Untersuchungen sind notwenig, um die Inaktivierungsver-

fahren fiir Toxine zu optimieren.
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Ein wichtiger praxisrelevanter Aspekt ware, die gegen Bacillus-Sporen wirksamen
Parameter (grau hinterlegt) auch bei Verdacht auf eine Viruskontamination anzu-
wenden. Dies wiirde die Sicherheit erhéhen, dass auch PES-resistentere Viren als
die hier untersuchten Virusstimme hinreichend reduziert werden.
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49  Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse sowie Erfahrungen
fiir den Bevodlkerungsschutz

Die Keimtragermodelle, insbesondere die Priifmodelle 2 und 3 (detaillierte
SOPs vorhanden) sollen als Verfahren zur Testung der sporiziden Wirkung von
fliissigen und gasférmigen Desinfektionsmitteln bzw. chemischen Substan-
zen auf PSA-Oberflachen etabliert und verdffentlicht werden. Sie kdnnen mit
Surrogatsporen durchgefiihrt werden, doch sollten diese Sporen auf ihre che-
mische Toleranz hin untersucht werden. Die verwendeten Testsporen miissen
hinsichtlich ihrer Resistenz gegeniiber dem zu priifenden Desinfektionsmittel
tatsdchlichen Zielagenzien entsprechen.

Aus den Erfahrungen und Ergebnissen der Praxisversuche kénnen Vorschrif-
ten (SOPs) zur Dekontamination der PSA nach Einsatz in biologischen Gefah-
renlagen erstellt werden. Ausgehend von einer Dekontamination mit 2,0 %
PES als Grundsubstanz kénnten die Expositionszeiten flexibel gestaltet und
damit dem Gefahrstoff angepasst werden. Somit kdnnte bei Verdacht auf
Rizinkontamination der PSA die Dekontaminationszeit der PES/Tensid-Lésung
auf 15 min verlangert werden. Bei Verdacht auf Kontamination mit mikrobiolo-
gischen Agenzien sollte immer ein Protokoll verwendet werden, das eine hohe
Sporenreduktion garantiert (Dekontaminationszeit mindestens 5 min). Dieser
Zeitrahmen sollte ausreichen, um viele andere pathogene Mikroorganismen
mit unbekannter PES-Toleranz zu inaktivieren. Die Protokolle sollen der Feuer-
wehr, dem Bevodlkerungsschutz und anderen relevanten Institutionen zur Ver-
fligung gestellt werden.
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Hygiene und Mikrobiologie/
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Hygiene

Dulbecco‘s Modified Eagle‘s
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Deutsche Veterinar-
medizinische Gesellschaft

Eagle’s Minimum Essential
Medium

Fachgebiet

Koloniebildende Einheiten pro
Milliliter

Keimtrager (Carrier)

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid

Neutralisationsmedium

PSA
PES

PES/SDS

PES/
Alcapur® N

RF
RG
RKI

rpm

SDS

SLES

SOP
TSA
TSB
w

ZBS

Personliche Schutzausriistung
Peressigsdure

PES kombiniert mit SDS

PES kombiniert mit Alcapur® N

Reduktionsfaktor
Risikogruppe
Robert Koch-Institut

rounds per minute
(Umdrehungen pro Minute)

Sicherheitslabor

Natriumdodecylsulfat (Sodium
Dodecyl Sulfate)

Natriumlaurylethersulfat
(Sodium Laureth Sulfate)

Standard Operation Procedure
Trypton-Soja-Agar
Trypton-Soja-Bouillon
Wofasteril® E 400

Zentrum fiir biologische
Sicherheit
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K. Haberer, U. Bottcher/1996/Druckversion vergriffen

Inkorporationsverminderung fiir radioaktive Stoffe im Katastrophenfall
B. Gloebel, Ch. Graf/1996/Druckversion vergriffen

Arbeiten aus dem Fachausschuf} I11: Strahlenwirkungen — Diagnostik und Therapie

1. Ganzkoérpermessungen reiner B-Strahler

I1. Untersuchungen zur therapeutischen Beeinflussung des Strahlenschadens
durch Biological Response Modifier

111. Prophylaxe und Therapie von Strahlenschdden im Katastrophenfall

IV. Interstitielle Pneumonie nach Ganzkoérperbestrahlung

V. Modellversuch zur Therapie von Strahlen- und Kombinationsschiden

I. R.E.Grillmaier, M. Thieme

II. P.G.Munder, M. Modolell, F. Link, R. Escher

I11. W. Pohlit, Bhavanath Jha, M. Jiilch

IV. K. Quabeck, D.W. Beelen, R. Ehrlich, U.W. Schaefer, F. Wendt

V. 0. Messerschmidt, A. Bitter, F. Eitel /1996

Arbeiten aus dem Fachausschul V:

1. Langzeitwirkungen phosphor-organischer Verbindungen

11. Die zellvermittelte typiibergreifende Immunantwort nach Infektion mit
dem Influenzavirus

111. Die Bedeutung vasculdrer Reaktionen beim akuten Nierenversagen nach
groBen Weichteilverletzungen (Crush-Niere)



Bisherige Publikationen

I. D. Henschler
II. H.Becht
II1. F. Hoffmann, F. Vetterlein, G. Schmidt/1996/Druckversion vergriffen

Radioaktive Strahlungen

1. Nuklidspezifische Kontaminationserfassung

11. Datenaufbereitung fiir den Notfallschutz

I. B.Kromer unter Mitarbeit von K.O. Miinnich, W. Weiss u. M. Zidhringer
II. G.Hehn/1996/Druckversion vergriffen

Deutsche Regelsysteme:

Vernetzungen und Integrationsdefizite bei der Erstellung des 6ffentlichen Gutes
Zivil- und Katastrophenschutz in Europa

L. Clausen, W. R. Dombrowsky, R.L.F. Strangmeier/1996/Druckversion vergriffen

41. Jahrestagung der Schutzkommission beim Bundesminister des Innern
Vortrdge/1996/Druckversion vergriffen

EinfluB von Lipidmediatoren auf die Pathophysiologie der Verbrennungs-
krankheit
F.E. Miiller, W. Konig, M. Ko6ller/1993

Beitrige zur dezentralen Trinkwasserversorgung in Notfallen. Teil 11
1. Einfache organische Analysemethoden

2, Einfache Aufbereitungsverfahren

K. Haberer, M. Drews/1993/Druckversion vergriffen

Beitrdge zu Strahlenschiaden und Strahlenkrankheiten

1. Strahleninduzierte Verdnderungen an Sdugetierzellen als Basis fir die
somatischen Strahlenschiaden

1. Hamopoeseschaden, Therapieeffekte und Erholung

111. Prédklinische Untersuchung zur Beschleunigung der Erholungsvorginge in
der Blutzellenbildung nach Strahleneinwirkung durch Beeinflussung von
Regulationsmechanismen

1V. Radionuklid Transfer

I. H.SchiiBler

II. K.H.von Wangenheim, H.-P. Peterson, L. E. Feinendegen

I11. T. M. Fliedner, W. Nothdurft

IV. G.B. Gerber/1993/Druckversion vergriffen

Modifikation der Strahlenwirkung und ihre Folgen fiir die Leber
H. Monig, W. Oehlert, M. Oehlert, G. Konermann/1993
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Biologische Dosimetrie

1. Einleitung: Dosisabschidtzung mit Hilfe der Biologischen Dosimetrie

11. Ermittlung der Strahlenexposition aus Messungen an Retikulozyten

1ll. Strahlenbedingte Anderung der Chemielumineszenz von Granulozyten als
biologischer Dosisindikator

IV. Zellmembrandnderungen als biologische Dosisindikatoren. Strahlenindu-
zierte Membrandnderung im subletalen Bereich, Immunbindungsreaktio-
nen an Lymphozyten

I. H.Monig, W. Pohlit, E. L. Sattler

Il. H.J.Egneretal.

IIl. H. Monig, G. Konermann

IV. P. Bidon et al./1993/Druckversion vergriffen

Beitrige zur Katastrophenmedizin
H. Finger, K. Schmidt, H. W. Jaroni, R. Prinzing, L. Schweiberer, C. Waydhas, D. Nast-Kolb,
M. Jochum, K.-H. Duswald, H. Fritz, M. Siebeck, H. Weis/1993/Druckversion vergriffen

Biirgerkonzeptionierter Zivil- und Katastrophenschutz —
Das Konzept einer Planungszelle Zivil- und Katastrophenschutz
W.R. Dombrowsky/1992/Druckversion vergriffen

39. und 40. Jahrestagung der Schutzkommission beim Bundesminister des Innern
Vortrdge/1993/Druckversion vergriffen

Beitrige zur dezentralen Trinkwasserversorgung in Notféllen, Teil 1

Einfache anorganische und radiologische Methoden zur Wasseruntersuchung an
Ort und Stelle

K. Haberer, U. Stiirzer/1991/Druckversion vergriffen

Das Schidel-Hirn-Trauma

Klinische und tierexperimentelle Untersuchungen zur Pathogenese und neuen
Behandlungsansitzen im Rahmen der Katastrophenmedizin

E. Pfenninger, F. W. Ahnefeld/1991/Druckversion vergriffen

Neutronenschaden
Untersuchungen zur Pathophysiologie, Diagnostik, Prophylaxe und Therapie
0. Messerschmidt, A. Bitter/1991/Druckversion vergriffen

Strahlenexposition durch Ingestion von radioaktiv kontaminiertem Trinkwasser
R. E. Grillmaier, F. Kettenbaum/1991/Druckversion vergriffen



Bisherige Publikationen

Computereinsatz im Zivil- und Katastrophenschutz — Méglichkeiten und Grenzen
W. R. Dombrowsky/1991/Druckversion vergriffen

Der Nachweis schneller Neutronen in der Katastrophendosimetrie mit Hilfe von
Ausweisen aus Plastikmaterial
B. Lommler, E. Pitt, A. Scharmann, R. Simmer/1990/Druckversion vergriffen

Gammastrahlung aus radioaktivem Niederschlag/Berechnung von Schutzfaktoren
G. Hehn/1990/Druckversion vergriffen

Zur Akzeptanz staatlicher Informationspolitik bei technischen Grofunfillen und
Katastrophen
L. Clausen, W. R. Dombrowsky/1990/Druckversion vergriffen

Zivilschutzforschung, Alte Folge

Organophosphate Biochemie — Toxikologie — Therapie
G. Schmidt, R. Zech et al./1988/Druckversion vergriffen

Arbeiten aus dem FachausschuB I1: Radioaktive Niederschlige
1988/Druckversion vergriffen

Beitrige zur Katastrophenmedizin
1988/Druckversion vergriffen

Beitrige zur Wirkung von Kernwaffen
A. Sittkus, G. Hehn, H. M6nig/1989/Druckversion vergriffen

Forschungen fiir den Zivil- und Katastrophenschutz 1975-1985,
Festschrift fiir Paul Wilhelm Kolb
1986/1SBN 3-7894-0097-1/Druckversion vergriffen

Chemischer Strahlenschutz
H. Ménig, O. Messerschmidt, C. Streffer/1984/1SBN 3-7894-0096-3/
Druckversion vergriffen

StreB und Individuum

M. Ackenheil, M. Albus, R. R. Engel, H. Hippius/1984/1SBN 3-7894-0092-0/
Druckversion vergriffen
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Ulmer Vortrage, Festschrift fiir Franz Gross
1983/1SBN 3-7894-0091-2/Druckversion vergriffen

Einfithrung in die Soziologie der Katastrophen
L. Clausen, W. R. Dombrowsky/1983/1SBN 3-7894-0090-4/Druckversion vergriffen

30 Jahre Schutzkommission — Ausgewdhlte Vortrige
1981/1SBN 3-7894-0084-1/Druckversion vergriffen

Untersuchungen zum Strahlenrisiko
H. Schiissler, H. Pauly, B. Glébel, H. Globel, H. Muth, E. Oberhausen/1981/
ISBN 3-7894-0083-2/Druckversion vergriffen

Brandgefihrdung von Wohngebieten durch Flichenbrande
0. Carlowitz, T. Krone, R. Jeschar/1980/1SBN 3-7894-0079-3/Druckversion vergriffen

Wirkungen des LuftstofBes von nuklearen und konventionellen Explosionen
G. Weigel/1980/1SBN 3-7894-0078-5/Druckversion vergriffen

Veridnderung von Befinden und Leistung bei einem Bunkerbelegungsversuch
J.F. Dirr, J. Kugler, M. C. Laub, K. Schréder/1979/1SBN 3-7894-0062-9/
Druckversion vergriffen

Beitrige zur Neutronenwaffe
A. Sittkus, H. M6nig/1978/1SBN 3-7894-0061-0/Druckversion vergriffen

Bestimmung der Wasserdurchldssigkeit von Kiesbeton aus dem Wassereindring-
verhalten
J. Steinert/1977/1SBN 3-7894-0056-4/Druckversion vergriffen

Literaturiibersicht zur Frage der Erholung nach Ganzkorperbestrahlung
A. Kindt, E.-L. Sattler/1977/1SBN 3-7894-0058-0/Druckversion vergriffen

Kombinationsschiden als Folge nuklearer Explosionen
0. Messerschmidt/1977/1SBN 3-7894-0055-6/Druckversion vergriffen

Untersuchungen zu Therapie und Prognose des Kreislaufschocks beim Menschen
H. Schonborn/1976/1SBN 3-7894-0048-3/Druckversion vergriffen

Strahlenempfindlichkeit und die akute und chronische Strahlenschidigung der
Leber
R. Lesch/1976/1SBN 3-7894-0048-3/Druckversion vergriffen



Bisherige Publikationen

Beitrédge zur Frage der Erholung von Strahlenschiaden
H. Muth, H. Pauly/1975/1SBN 3-7894-0039-4/Druckversion vergriffen

Schutzkommission beim Bundesminister des Innern
25 Jahre Forschung fiir den Zivil- und Katastrophenschutz
1975/1SBN 3-7894-0038-6/Druckversion vergriffen

Sonderverdffentlichungen

Notfall- und Katastrophenpharmazie 1 — Bevolkerungsschutz und Medizinische
Notfallversorgung
2009/1SBN 978-3-939347-18-7

Notfall- und Katastrophenpharmazie 11 - Pharmazeutisches Notfallmanagement
2009/1SBN 978-3-939347-19-4

Katastrophenmedizin — Leitfaden fiir die drztliche Versorgung im Katastrophenfall
2006/1SBN 3-939347-01-9 bzw. 978-3-939347-01-9

Biologische Gefahren — Beitrdge zum Bevilkerungsschutz, 2. Auflage
2005/1SBN 3-00-016733-1/Druckversion vergriffen

Biologische Gefahren 1 — Handbuch zum Bevélkerungsschutz, 3. vollstiandig iiber-
arbeitete Auflage

2007/1SBN 3-939347-06-X bzw. 978-3-939347-06-4

Biologische Gefahren 11 — Entscheidungshilfen zu medizinisch angemessenen Vor-

gehensweisen in der B-Gefahrenlage
2007/1SBN 3-939347-07-8 bzw. 978-3-939347-07-1

Internetverdffentlichungen
www.bbk.bund.de/Publikationen
Entwicklung von Therapieschemata fiir die Behandlung des akuten Nierenver-

sagens (Crush-Niere)
F. Vetterlein, G. Hellige/2005
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