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1 Einleitung

In dieser Leitlinie wird die Durchfiih-
rung von Suspensionsversuchen zum
Nachweis der Wirksamkeit von Desin-
fektionsmitteln gegen Viren beschrieben.
Diese Versuche sind sowohl ohne als auch
mit zusitzlicher Belastung durch foetales
Kilberserum (FKS) im Testansatz durch-
zufithren. Eine Titerreduktion von min-
destens 4 logarthmischen Stufen (4 log;)
ldsst den Schluss zu, dass das Mittel unter
den gepriiften Bedingungen viruzide
Eigenschaften besitzt.

Verschiedene Parameter des in-vit-
ro Tests konnen die Ergebnisse beein-
flussen (u. a. Virus, Zellen, Passagenzahl,
Zytotoxizitat). Weiterhin bestimmen die
Titrationsbedingungen zur Bestimmung
der Viruskonzentration (u. a. Probenver-
diinnungsfaktor und Anzahl der geteste-
ten Replikate pro Verdiinnung) die Ge-
nauigkeit der Priifung und haben damit
ebenfalls Einfluss auf die Aussage tiber
die viruzide Wirksamkeit des zu testen-
den Desinfektionsmittels. In der vorlie-
genden Leitlinie finden daher biometri-
sche Aspekte besondere Aufmerksambkeit.
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(RKI) zur Priifung von
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mitteln auf Wirksamkeit gegen
Viren in der Humanmedizin

Fassung vom 1. Dezember 2014

Aus den Ergebnissen dieser Suspen-
sionsversuche konnen Anwendungsem-
pfehlungen fiir die Mittel allerdings nur in
begrenztem Umfange abgeleitet werden,
da die Wirkungsbedingungen, wie sie in
einer homogenen Suspension herrschen,
in der Anwendungspraxis zumeist nicht
vorliegen. Der Suspensionsversuch bie-
tet jedoch Aussagen tiber die grundsitz-
liche Wirksamkeit des getesteten Desin-
fektionsmittels.

Bei praxisnahen Tests (z. B. [1]) dient
die Leitlinie somit als Vorpriifung und zur
Ableitung praxisnaher Priifbedingungen.

Die Begriffe ,,begrenzt viruzid (wirk-
sam gegen behiillte Viren wie z.B. Influ-
enzavirus, Hepatitis-B-Virus, Hepatitis-
C-Virus, HIV) und ,,viruzid“ (wirksam
gegen unbehiillte Viren; die Wirksam-
keit gegen unbehdillte Viren schlief3t eine
Wirksamkeit gegen behiillte Viren ein)
werden im Sinne der Definition der Stel-
lungnahme des Arbeitskreises Viruzidie
am RKI [2] verwendet.

Es ist zu berticksichtigen, dass der Be-
griff ,,viruzid“ nicht alle bekannten pa-
thogenen Viren einbezieht, da bestimmte
Viren, z. B. Hepatitis-A-Virus oder Par-
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voviren, ggf. eine hohere Resistenz auf-
weisen konnen als die eingesetzten Test-
viren.

2 Testviren

Fiir die Desinfektionsmittelpriifung sind
folgende Viren zu verwenden:

2.1 Chemische Desinfektion

2.1.1 Wirkungsbereich
+begrenzt viruzid”
== Vacciniavirus, Stamm Elstree! oder
Modified Vacciniavirus Ankara
(MVA),
== Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV),
Stamm NADL.

2.1.2 Wirkungsbereich ,viruzid”

== Poliovirus Impfstamm Typ I, Stamm
LSc-2ab,

== Adenovirus Typ 5, Stamm Adenoid
75 ATCC VR-5,

T Beschiftigte, die Versuche mit diesem Virus
durchfiihren, sollten entsprechend geimpft sein.
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== SV40, Stamm 777,
== Murines Norovirus, Stamm S99.

2.2 Chemothermische
Desinfektion
(Temperatur >30°C)

== Bovines Parvovirus, Stamm Haden
oder Minute virus of Mice (MVM)
ATCC VR-1346.

Bezugsquellen fiir die Virusstimme bzw.
Virussuspensionen sind auf der DVV-
Homepage (www.dvv-ev.de — Fachaus-
schuss ,,Virusdesinfektion®) angegeben.
Zusitzlich sind tiber das Friedrich-Loeff-
ler-Institut folgende Testviren erhéltlich:
BVDV, MNV (599), Poliovirus, SV40.

3 Bereitung der
Virussuspensionen

Viren sind in Zellkulturen zu vermehren.
Die Methoden, die zur Herstellung der Vi-
russuspension eingesetzt werden, kdnnen
in Abhangigkeit vom Testvirus differie-
ren. Die Suspension sollte einen Titer von
nicht weniger als 108 TCIDso/ml haben.

Der Virustiter darf auch niedriger als
108 TCIDsp/ml - jedoch nicht geringer als
10° TCIDsg/ml — sein. Der Einsatz gerin-
gerer Titer muss im Priifbericht erlautert
und begriindet werden. Die Hohe des Ti-
ters muss gewéhrleisten, dass jeweils eine
Titerreduktion von mindestens 4 logo-
Stufen bei der Desinfektionsmittelprii-
fung abgelesen werden kann.?

4 Bereitung der Desinfektions-
mittel-Verdiinnung

Das zu priifende Desinfektionsmittel wird
mit Wasser standardisierter Harte (WSH,
s. Anhang 4) verdiinnt. Die Verdiinnung
ist so zu wiahlen, dass die zu priifende
Konzentration des Desinfektionsmittels
im Gemisch von Virussuspension und
Desinfektionsmittel (Versuchsansatz)
vorliegt. Die fiir die Durchfithrung dieser
Versuche verwendeten Desinfektionsmit-
tel-Verdiinnungen miissen daher um das

2 Sollte dies im Ausnahmefall nicht mog-
lich sein, ist das Large-Volume-Plating (LVP) 5.6
anzuwenden.

1,25-fache konzentrierter sein als die zu
priifende Konzentration (s. 5).

Préparate, die unverdiinnt angewen-
det werden bzw. in gebrauchsfertiger
Form in den Handel kommen sollen,
werden zur Ermittlung einer Kinetik mit
Aqua bidest.? verdiinnt. Aus den nach-
folgend beschriebenen Testbedingungen
folgt fiir diese Produkte, dass keine ho-
heren Konzentrationen als 80 % gepriift
werden konnen.

Eine zusitzliche Priifung in 90 %iger
Konzentration (0,1 Teil Virussuspension,
0,9 Teile Aqua bidest. bzw. FKS, 9 Teile
Desinfektionsmittel) ist zuldssig, wenn
der Wirkmechanismus dies begriindet.

Bei unverdiinnt anzuwendenden Des-
infektionsmitteln diirfen keine aufkon-
zentrierten Zubereitungen gepriift wer-
den.

5 Durchfiithrung der
Suspensionsversuche

Fetales Kilberserum (FKS)*, Aqua bidest.
und die Desinfektionsmittel-Verdiinnung
werden auf 20+2 °C temperiert. Ein Teil
der Virussuspension wird mit einem Teil
FKS bzw. Aqua bidest. gemischt; sodann
werden acht Teile der Desinfektionsmit-
tel-Verdiinnung (1,25-fach) hinzugege-
ben und vermischt. Das Gemisch wird
fiir die Dauer der zu priifenden Einwirk-
zeit bei 20 £2°C gehalten.

Sollen Desinfektionsmittel bei Tempe-
raturen unter 20 °C angewendet werden,
so miissen die Priifungen bei den entspre-
chenden Temperaturen (z. B. 4°C) durch-
gefithrt werden. Entsprechend dem An-
wendungsbereich sind in der Regel 4 Ein-

3 In europédischen Normen wird Wasser als
Aqua bidest. definiert, das frei von zelltoxischen
Substanzen ist und mit einem Glasdestillations-
apparat hergestellt wurde. Alternativ wird die
Verwendung von Aqua ad iniectabilia gemaf3
europaischem Arzneibuch empfohlen. Somit
sollte sofern kein steriles Glas-destilliertes Was-
ser verwendet wird, destilliertes oder demine-
ralisiertes Wasser eingesetzt werden, dessen
relevante Kennwerte wie Leitfahigkeit und TOC
denen, in der jeweils aktuellen Europaischen
Pharmakopde fiir Aqua ad iniectabilia angege-
benen, entsprechen.

4 Fiir Priifungen mit dem Testvirus BVDV bzw.
bovinem Parvovirus ist FKS zu verwenden, das
weder Antikdrper gegen BVDV bzw. bovines
Parvovirus noch diese Viren selbst enthalt.
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wirkzeiten des Mittels zu priifen, die auch
die fiir die Anwendung vorgesehene Ein-
wirkzeit beinhalten:

entweder 0,5; I; 2,5; 5 (g¢f- 1,5; 2) Minuten®
oder s; 15; 30 und 60 min.

Mittel, die in der Desinfektionspraxis mit
kurzen Einwirkzeiten zur Anwendung
kommen sollen (z. B. Hindedesinfek-
tionsmittel), sind vornehmlich mit kur-
zen Einwirkzeiten zu priifen. Bei Mitteln,
fiir die in der Desinfektionspraxis lange
Einwirkzeiten vorgesehen sind, kann ge-
gebenenfalls die Priifung kurzer Einwirk-
zeiten entfallen. Die Konzentrationen
und Einwirkzeiten des Desinfektionsmit-
tels sind so zu wihlen, dass aus dem Priif-
ergebnis die Abhédngigkeit der viruziden
Wirkung des Mittels von der Konzentra-
tion bzw. der Einwirkzeit ersichtlich ist
(Kinetik).

Die Wirksamkeit der Desinfektions-
mittel ist sowohl ohne als auch mit FKS-
Belastung zu priifen (10 % Endkonzentra-
tion im Versuchsansatz bzw. 9% bei Prii-
fung von unverdiinnt anzuwendenden
Produkten in 90 %iger Konzentration, s.
4). Die Viruskontrollansitze miissen die
gleichen FKS-Konzentrationen enthalten
wie die Priifansitze.

Alle Versuche sind mindestens in zwei
unabhingigen Ansétzen an unterschiedli-
chen Versuchstagen durchzufiihren.

5.1 Priifungen zur
chemothermischen
Desinfektion

Chemothermische Verfahren im Bereich
hoher als 30°C sind mit Parvoviren bei
den vom Hersteller vorgegebenen Tem-
peraturen zu priifen. Abweichend von
den unter 5 genannten Zeiten ist vorran-
gig die fiir das Verfahren beantragte Ein-
wirkzeit zu priifen. Die Kinetik der Virus-
inaktivierung muss aus der Wahl davon

5> Fiir die ordnungsgemaRe praktische Durch-
fiihrung der Handedesinfektion sind Einwirkzei-
ten, die in den praxisnahen Versuchen fiir die
bakterizide Wirksamkeit ermittelt wurden, erfor-
derlich. Diese diirfen fiir die Auslobung einer
Wirksamkeit gegen Viren auf der Grundlage
eines Suspensionstest nicht unterschritten wer-
den, auch wenn ein experimenteller Nachweis
der Wirksamkeit in kiirzeren Zeiten vorliegt.


http://www.dvv-ev.de

Tab. 1 Kontrollversuche fiir die Priifung von chemothermischen Desinfektionsverfahren

Virustiter 20°C Verfahrenstemperatur 60°C/10 min
Kontrolle nach7.1.1und 7.1.2 X X -
Versuchsansatz nach 5.1 (a und b) X X -
Referenzpriifung = = X

abgeleiteter weiterer Einwirkzeiten und/
oder Konzentrationen ersichtlich wer-
den. Es sind mindestens 2 Konzentra-
tions-Zeit-Relationen zu priifen.

Diese Priifungen miissen, sofern das
Desinfektionsverfahren aus mehreren
Komponenten (z. B. Wasch- und Desin-
fektionsmittel) besteht, jeweils a) mit dem
Waschmittel bzw. Waschverstérkern al-
lein und b) mit dem vollstindigen Ver-
fahren - Wasch- und Desinfektionsmittel
- in getrennten Versuchsansétzen bei der
vorgesehenen Verfahrenstemperatur und
ggf. zu berticksichtigenden Anwendungs-
bedingungen (z. B. Zeitpunkt der Zugabe
des Desinfektionsmittels) durchgefiihrt
werden. Die Priiffungen nach a) und b)
miissen zusatzlich auch bei 20 °C erfolgen
(s. @ Tab. 1). Die Kontrollen nach 7.1 sind
zusétzlich auch bei der Verfahrenstempe-
ratur durchzufiihren.

Fetales Kilberserum (FKS) und Aqua
bidest. werden einzeln auf 20+2°C bzw.
die Verfahrenstemperatur temperiert. Die
Desinfektionsmittelsmittellosung bzw. al-
le Verfahrenskomponenten werden ge-
mifl der Anwendungsvorschrift fiir das
jeweilige Verfahren hergestellt und in
den Versuchen einmal bei 20+2°C und
zum Zweiten bei der Verfahrenstempe-
ratur eingesetzt. Dazu werden jeweils ein
Teil der Virussuspension (202 °C) mit
einem Teil FKS bzw. Aqua bidest. (je-
weils temperiert) gemischt; sodann wer-
den acht Teile der Desinfektionsmittel-
Verdiinnung (1,25-fach; auf Verfahrens-
temperatur temperiert) hinzugegeben
und vermischt. Das Gemisch wird fiir die
Dauer der zu priifenden Einwirkzeit bei
20+2°C bzw. der Verfahrenstemperatur
gehalten.

6 Bestimmung der
Infektiositdt der Proben
im Suspensionsversuch

Als Methodik zur Bestimmung der Virus-
konzentration, kommen quantale Teste

(Endverdiinnungsmethode) oder quanti-
tative Teste (Plaquetest) in Frage, die als
Makro- oder Mikrotests ausgefiihrt wer-
den konnen. Als Indikator fiir die Virus-
infektion der Zellen wird der zytopathi-
sche Effekt, d. h. die Verdnderung der Zel-
len, die als Ergebnis der Virusvermehrung
in den Zellen beobachtet wird, herange-
zogen.

Nach den zu priifenden Einwirkzei-
ten ist aus dem Versuchsansatz (s. 5) eine
Verdiinnungsreihe in eiskaltem Kultur-
medium anzulegen (z. B. 0,5 ml Gemisch
zu 4,5 ml Medium; bei Abweichung von
dieser Vorgabe ist eine Begriindung an-
zugeben). Die Rohrchen der Verdiin-
nungsreihe sind unmittelbar nach der
Verdiinnung in ein Eisbad (0-4°C) zu
stellen. Die Verdiinnungen sind sofort
(unter Angabe des Zeitfaktors im Ver-
suchsprotokoll) auf Zellkulturen zu ver-
impfen. Dabei ist eine mogliche Nach-
wirkung des Desinfektionsmittels auszu-
schliefen (s. 7.3).

Sollte die Zytotoxizitdt des Desinfek-
tionsmittels so stark sein, dass eine Ab-
nahme des Infektiositétstiters um 4 log;o
nicht erfassbar ist, kann versucht werden,
die Zytotoxizitdt zu vermindern (z. B.
mittels Gelfiltration, Mikrofiltration, ge-
eigneten chemischen Neutralisationsmit-
teln). Diese Verfahren konnen auch an-
gewendet werden, wenn die Wirkung des
Desinfektionsmittels nach der Einwirk-
zeit durch Verdiinnen nicht ausreichend
aufgehoben werden kann. Das gewihl-
te Verfahren ist detailliert zu beschreiben
und durch entsprechende Kontrollen ist
nachzuweisen, dass es den Virusnachweis
(Titer) nicht beeintrachtig. Werden Gel-
filtration oder Mikrofiltration angewen-
det, sind alle relevanten Testbedingun-
gen mit und ohne Filtration zu priifen
(die alleinige Priifung der Viruskontrolle
mit und ohne Filtration ist nicht ausrei-
chend). Die Priifansitze mit Desinfek-
tionsmittel miissen ebenfalls mit und oh-
ne Filtration gepriift werden (siehe auch
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Memorandum des Fachausschusses Vi-
rusdesinfektion, Anhang 7).

Eine weitere Methode, den Nachweis
der Abnahme der Infektiositdt nach Ein-
wirkzeit des Desinfektionsmittels zu ver-
bessern bzw. zu prazisieren, ist die Tes-
tung eines grofleren Probenvolumens,
das sogenannte ,,Large-Volume-Plating®
(LVP). Diese Methode darf nur angewen-
det werden, wenn in dem oben beschrie-
benen Testansatz (Endverdiinnungsme-
thode ohne Mafinahmen zur Reduktion
der Zytotoxizitdt) aus den im vorange-
gangenen Absatz beschriebenen Griin-
den nicht méglich ist, eine Titerreduk-
tion >4 log;o zu erzielen. Es dient der
Verbesserung der Nachweisgrenze und
ist nur sinnvoll, wenn im Infektiositats-
test (Endverdiinnungsmethode oder
Plaquetest) keine bzw. nur eine sehr ge-
ringe Infektiositdt nachweisbar ist. Fiir
diesen Test wird das Priifgemisch gera-
de soweit mit Kulturmedium verdiinnt,
dass keine Zytotoxizitit mehr erkenn-
bar ist. Diese Verdiinnung wird sofort
(unter Angabe des Zeitfaktors) auf eine
moglichst grofle Anzahl Zellkulturen in
Mikrotiterplatten verimpft. Die Anzahl
der Platten und somit das fiir die Prii-
fung verwendete Volumen bestimmt die
Nachweisgrenze.®

Nach Inkubation unter den fiir die Ti-
tration mit dem jeweiligen Virus spezifi-
schen Bedingungen, werden die Zellkul-
turen unter dem Mikroskop auf zytopa-
thische Effekte untersucht. Aus der Zahl
der infizierten Zellkulturen bzw. aus
dem insgesamt verwendeten Probenvo-
lumen, das keine Infektiositit zeigt, wird
die Viruskonzentration bzw. Nachweis-
grenze berechnet und diese fiir die Be-
rechnung des Reduktionsfaktors ver-
wendet (s. 8).

Das gewihlte Verfahren ist detailliert
zu beschreiben.

6 Hierbei sollten Volumina von mindestens
62,5 ml auf nicht weniger als sechs 96-Well Plat-
ten (wie in Anhang 1 angegeben) verteilt wer-
den. Die Verwendung geringerer Mengen
bedarf der Begriindung.
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7 Kontroll- und
Vergleichsversuche

7.1 Viruskontrollen

Als Viruskontrolle wird der Titer der nicht
mit Desinfektionsmittel behandelten Vi-
russuspension unter Priifbedingungen
ohne bzw. mit FKS-Belastung bestimmt.

7.1.1 Viruskontrolle ohne
Belastung

Hierzu wird ein Teil Virussuspension mit
neun Teilen Wasser standardisierter Har-
te (bei unverdiinnt anzuwendenden Pro-
dukten Aqua bidest.) gemischt. Nach Ab-
lauf der maximalen Einwirkzeit sind Ver-
diinnungsreihen (s. 6) anzulegen und der
Titer zu bestimmen.

7.1.2 Viruskontrolle mit Belastung
Hierzu wird ein Teil der Virussuspension
mit einem Teil FKS und acht Teilen WSH
(bei unverdiinnt anzuwendenden Pro-
dukten Aqua bidest.) gemischt. Nach Ab-
lauf der maximalen Einwirkzeit sind Ver-
diinnungsreihen (s. 6) anzulegen und der
Titer zu bestimmen.

7.2 Zytotoxizitatskontrolle

Die nachfolgend beschriebene Zytotoxi-
zititskontrolle des Desinfektionsmittels
dient dazu, virusbedingte zytopathische
Verianderungen von zelltoxischen Effek-
ten abzugrenzen:

Hierzu werden zwei Teile WSH (bei
unverdiinnt anzuwendenden Produk-
ten Aqua bidest.) bzw. ein Teil WSH (bei
unverdiinnt anzuwendenden Produkten
Aqua bidest.) und ein Teil FKS mit acht
Teilen der Desinfektionsmittelverdiin-
nung gemischt. Wie bei der Bestimmung
der Virusinfektiositit (s. 6) werden hier-
von Verdiinnungsreihen angelegt, mit
denen die Zellkulturen inokuliert werden.

7.3 Nachwirkungskontrolle

Kontrollen zur Nachwirkung sind dann
durchzufithren, wenn insbesondere bei
kurzen Einwirkzeiten eine methodisch
bedingte unkontrollierte Nachwirkung
des Desinfektionsmittels {iber die Ein-
wirkzeit hinaus nicht ausgeschlossen wer-
den kann. In der Regel sollte der zeitliche

Abstand nach Ablauf der Einwirkzeit bis
zum Ansatz der Verdiinnungsreihe fiir
die Titration nicht grofler als 15-30 Se-
kunden sein.

Es wird ein Teil Priifgemisch (be-
stehend aus dem Versuchsansatz (s. 5)
mit einer geeigneten Desinfektionsmit-
tel-Verdiinnung) mit 9 Teilen eiskaltem
Kulturmedium vermischt und fir die
Zeitphase zwischen Beendigung der Ein-
wirkzeit des Desinfektionsmittels und
Ansatz der Verdiinnungsreihe (s. 6) zur
Titration im Eisbad inkubiert. Anschlie-
end werden Verdiinnungsreihen ange-
legt, um eine Titerbestimmung vorzuneh-
men. Zur Ermittlung der Desinfektions-
mittel-Verdiinnung, die keine Nachwir-
kung mebhr zeigt, sind in der Regel die ers-
ten beiden Verdiinnungsstufen des Des-
infektionsmittels einzusetzen. Von einer
vernachldssigbaren oder nicht vorhande-
nen Nachwirkung des Desinfektionsmit-
tels kann ausgegangen werden, wenn die
Differenz des Titers im Vergleich zur Vi-
ruskontrolle <0,5 log; betragt.

7.4 Interferenzkontrolle —
Kontrolle der Zellsuszeptibilitat

Mit der Interferenzkontrolle soll nachge-
wiesen werden, dass die Suszeptibilitat der
Zellen fiir die Virusinfektion durch die
Behandlung mit dem Desinfektionsmittel
nicht negativ beeinflusst wird.

Es werden zwei Teile Aqua bidest. mit
acht Teilen Desinfektionsmittel in der
Verdiinnung, die keine Nachwirkung (s.
7.3) oder Zytotoxizitit (s. 7.2) zeigt, ver-
setzt. Diese Mischungen werden fiir eine
Stunde analog der Art der Bestimmung
der Infektiositit der Virussuspensionen
(s. 6 und Anhang 1) mit der Zellkultur in
Kontakt gebracht. Als Negativkontrolle
hierzu werden parallel zu den Mischun-
gen mit Desinfektionsmittel Zellkulturen
in gleicher Weise mit PBS in Kontakt ge-
bracht und unter gleichen Bedingungen
fiir eine Stunde inkubiert. Danach wird die
Desinfektionsmittellosung bzw. PBS von
der Zellkultur entfernt. Anschlieflend wer-
den Verdiinnungsreihen der Virussuspen-
sion (unter Beriicksichtigung des fiir die
Ermittlung der Infektiositdt nach der Des-
infektionsmitteleinwirkung verwendeten
Verdiinnungsfaktors) angelegt und der
Titer auf diesen Zellkulturen bestimmt.
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Die Differenz der Titer der mit PBS bzw.
Desinfektionsmittel vorbehandelten Zel-
len sollte nicht mehr als 0,5 log; o betragen.

7.5 Zellkontrolle

Die Zellen werden wie im Versuchsansatz
behandelt jedoch nur mit Zellkulturme-
dium versehen.

7.6 Referenzkontrolle

Zusétzlich zu jedem Versuchs- bzw. Kon-
trollansatz ist ein Vergleichsversuch mit
einer geeigneten Referenzsubstanz durch-
zufiihren.

Die Priiffung einer Referenzsubs-
tanz dient dem Nachweis der Eignung
der Testviren, d. h. dem Nachweis, dass
sie gegentiber bestimmten Wirkstoffen
eine stets gleichbleibende Tenazitit auf-
weisen. Die Auswahl der Referenzsubs-
tanz sollte sich am Wirkstoff des zu prii-
fenden Produkts orientieren, da abhén-
gig vom Wirkmechanismus unterschied-
liche Eigenschaften der Testviren zu er-
warten sind. Bei aldehydischen Produk-
ten ist Formaldehyd, bei oxidativ-wirksa-
men Produkten Peressigsdure (PES) und
bei alkoholhaltigen Produkten Ethanol zu
verwenden. Bei Wirkstoffgemischen soll-
te die Referenzsubstanz fiir den Wirk-
stoff mit der hochsten Konzentration im
Produkt ausgewiéhlt werden. Die Priifung
wird analog Pkt. 5. jedoch ohne Belastung
durchgefiihrt, wobei die Produktpriifl6-
sung durch die Referenzpriiflosung er-
setzt wird.

Die Priiflabore sind aufgefordert, la-
borinterne Referenzwerte zu erstellen.
Aus diesen Daten sollen zu einem spi-
teren Zeitpunkt fiir die Bewertung von
Gutachten verbindliche Werte festgelegt
werden.” Orientierende Angaben zu Re-
duktionsfaktoren bei ausgewahlten Vi-
ren und Referenzsubstanzen sind in An-
hang 2 aufgefiihrt.

7.6.1 Referenzkontrolle fiir
aldehyd-haltige Produkte

Die Versuche sind bei pH 7,0 ohne Se-

rumbelastung bei 20+2 °C durchzufiih-

7 Derartige Daten kénnen dem DVV-Fachaus-
schuss (siehe: http://www.dvv-ev.de) libermit-
telt werden.
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ren. Die Konzentration soll (im Versuchs-
ansatz) 0,7 g Formaldehyd/100 ml betra-
gen, die Einwirkzeit 5, 15, 30 und 60 min
(fiir Poliovirus: 30, 60 und 120 min). Fiir
diesen Versuchsansatz werden ein Teil
Virussuspension mit 4 Teilen Phosphat-
puffer (0,1 M; pH 7,0) und 5 Teilen einer
1,4 %igen Formaldehydlésung gemischt
(siehe Anhang 3).

7.6.2 Referenzkontrolle fiir
chemothermische
Desinfektionsverfahren
mit Peressigsaure

Diese Untersuchungen sind mit Parvo-

viren durchzufithren. Dazu wird 0,005 %

Peressigsdure bei 60 °C mit einer Einwirk-

zeit von 10 min gepriift. Die Gehaltsbe-

stimmung und Herstellungsbedingungen
fir die Peressigsdurelosung sind in An-
hang 3 beschrieben.

8 Berechnung des
Reduktionsfaktors

Fiir die Bewertung der Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln ist der Virustiter
(mit seinem 95 % Konfidenzintervall) oh-
ne (Titer a) und mit Einwirkung des Des-
infektionsmittels (Titer b) zu bestimmen
und aus der Differenz der Reduktionsfak-
tor (RF) einschliefSlich dessen 95 % Konfi-
denzintervall zu ermitteln. Der Virustiter
(TCIDsy/ml oder PFU/ml) kann auf ver-
schiedene Weise ermittelt werden, u. a.
bei Endpunkttitrationen nach der Glei-
chung von Spearman und Karber [3-
5], bzw. im Falle des LVP s. 6 nach Tay-
lor oder Poisson [5, 6]. Eine Beispielrech-
nung ist im Anhang 8 enthalten.

8.1 Berechnung des Virustiters und
seines 95 % Konfidenzintervalls
nach Spearman und Karber [5]

Die Berechnung des logarithmischen In-
fektionstiters nach Spearman und Karber
(logyp TCIDsp/ml) erfolgt nach:

m=x,+d2-dY p,

Dabei ist:
m=negativer dekadischer Logarith-
mus des Titers bezogen auf das
Testvolumen

x=Logarithmus der kleinsten Dosis
(Verdiinnungsstufe) bei der alle
Zellkulturen positiv reagieren
d=Logarithmus des Verdiinnungs-
faktors
pi=beobachtete Reaktionsrate

Die Standardabweichung (s) von m er-
rechnet sich nach [5]:

5, = A2, (1-p)/ (-1}

Dabei ist:
sm=Standardabweichung des logarith-
mierten Titers

d=Logarithmus des Verdiinnungs-
faktors

pi=beobachtete Reaktionsrate

n=die Anzahl der pro Verdiinnung
eingesetzten Testobjekte

Das 95 % Konfidenzintervall (k) des Titers
entspricht ndherungsweise 2 sp,.

Bei der Titerberechnung muss die
Vorverdiinnung der Probe beriicksich-
tigt werden.

8.2 Berechnung des
Reduktionsfaktors und seines
95 % Konfidenzintervalls

Der Reduktionsfaktor (RF) wird errech-
net als Differenz des logarithmierten Vi-
rustiters der jeweiligen Viruskontrolle
(,Kontroll-Titration“ s. 7.1.1 und 7.1.2,
Titer a) und nach Einwirkung des Desin-
fektionsmittels (,,Restvirus®, Titer b).

Der Reduktionsfaktor (RF) berechnet
sich demnach aus:

RE

T1

=a->b

Dabei ist:
RFt; =Reduktionsfaktor des ersten
Versuchsansatzes

a=log;o TCIDs¢/ml oder PFU/ml der
Kontroll-Titration des ersten Ver-
suchsansatzes

b=log;o TCIDs¢/ml oder PFU/ml der
Restvirus-Titration des ersten Ver-
suchsansatzes

Das 95 % Konfidenzintervall des RF des
ersten Ansatzes (Kggp(r1)) berechnet sich
aus den Konfidenzintervallen (k) der Vi-
rustiter, wobei k, das 95 % Konfidenzin-
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tervall des Kontrolltiters (a) und ky, das
95 % Konfidenzintervall des Restvirusti-
ters (b) ist. Das 95 % Konfidenzintervall
(k) des Titers entspricht naherungswei-
se 2sm. Das 95 % Konfidenzintervall des
RF wird nach folgender Formel berech-
net [5]:

KRF(T]) =4 (ka)z + (kb)2

Dabei ist:

Kgrecr)=95 % Konfidenzintervall des
RF des ersten Versuchsan-
satzes

k.=95% Konfidenzintervall der Kon-

troll-Titration des ersten Ver-
suchsansatzes

ky, =95 % Konfidenzintervall der Restvi-

rus-Titration des ersten Versuchs-
ansatzes

Fiir jeden Versuchsansatz ist der Reduk-
tionsfaktor und das 95 % Konfidenzinter-
vall zu berechnen.

8.3 Berechnung des Titers und des
Reduktionsfaktors aus dem
Large-Volume-Plating (LVP)

Der Nachweis von Restvirus kann durch
die Testung eines groflen Probenvolu-
mens (LVP) verbessert werden. Wird im
Testansatz mit Desinfektionsmittel kein
oder sehr wenig Virus (,,Restvirus®) fest-
gestellt, wiirde die Berechnung nach Spe-
armann-Kérber einen zu hohen Wert fiir
den Titer b ergeben.® Werden noch einige
Viruspartikel beim LVP gefunden, kann

8  Die Berechnung des Titers nach Spearman-
Karber setzt voraus, dass Verdiinnungen einer
Probe getestet werden, wobei die niedrigste Ver-
diinnung eine Reaktionsrate von 100% und die
héchste Verdiinnung eine Reaktionsrate von 0
haben soll. Je mehr Verdiinnungen im Bereich
<100% aber > 0% getestet werden, um so genau-
erist die Bestimmung des Titer (TCIDso/ml). Ist

die Reaktionsrate der niedrigsten getesteten Ver-
diinnung < 100 % nimmt man bei der Berech-
nung an, dass die nachste niedrigere Verdiinnung
eine 100 %ige Reaktionsrate gezeigt hatte. Ist die
Reaktionsrate aber klein, vielleicht <25% (2 von

8 Wells) oder gar 0, so kann die Annahme einer
100%igen Reaktionsrate der ndchsten niedrigeren
Verdiinnung einen zu hohen Titer ergeben. Das ist
insbesondere bei einem niedrigen Verdiinnungs-
faktor (3 oder 5) von Bedeutung, weil erfahrungs-
gemaBR die Reaktionsrate iiber mehrere Verdiin-
nungsschritte abnimmt.
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die Viruskonzentration geméfd der nach-
folgenden Formel berechnet werden. Die
Formel ist von der Taylor-Reihe abgelei-
tet, die eine Anndherung an exponentiel-
le Funktionen darstellt (Taylor-Formel).
Das Ergebnis, umgerechnet in den lo-
gatithmischen Wert, ist der Titer b und
wird fiir die Berechnung des Reduktions-
faktors eingesetzt. Eine TCIDs entspricht
0,69 infektiosen Viruspartikeln.

D n—n
c=—|-In £
v, n
Dabei ist:

c=Konzentration der infektiosen
Viruspartikel

D =Verdiinnung

V= Volumen pro Well

n=Anzahl inokulierter Wells

n, = Anzahl Virus-positiver Wells

Wird beim LVP kein Virus gefunden, ist
die Taylor Formel nicht giiltig und des-
halb muss die Poisson — Formel angewen-
det werden. Sie beriicksichtigt die statisti-
sche Verteilung weniger Viruspartikel in
einem grofien Volumen [5]. Es ist die Be-
rechnung der Virusmenge, die vorliegen
miisste, um bei einem gegebenen Proben-
volumen mit einer Wahrscheinlichkeit
von 95 % ein positives Ergebnis zu erhal-
ten. Nach folgender Formel wird die Zahl
der Viruspartikel berechnet, die, unter
Beriicksichtigung des Verdiinnungsfak-
tors und umgewandelt in den logarithmi-
schen Wert den Titer b darstellt und fiir
die Berechnung des Reduktionsfaktors
eingesetzt wird:

p=c¢ ' und abgeleitet nach ¢

c=lnp/-V

Dabei ist:

p=ist die Wahrscheinlichkeit mit der
kein Virus nachgewiesen wird; die
Wahrscheinlichkeit, kein Virus zu
finden, soll nicht gréfier als 5 % sein
(p=0,05), so dass die Zahl der Vi-
ruspartikel berechnet wird, die mit
einer Wahrscheinlichkeit von 95 %
nachgewiesen werden kann.

c=Konzentration der infektiosen
Viruspartikel

V =Testvolumen

Der Reduktionsfaktor wird berechnet,
wie in 8.2 beschrieben. Die nach der Tay-
lor-Formel oder der Poisson-Formel be-
rechneten Titer werden aus pragmati-
schen Griinden ohne 95 % Konfidenz-
intervall (k,=0) angegeben. Somit ent-
spricht rechnerisch das 95 % Konfidenz-
intervall des Reduktionsfaktors dem 95 %
Konfidenzintervall des Titers der Kon-
troll-Titration (a); d. h. die Formel wan-
delt sich um in:

KRF(TI) =4 (ka )2

Dabei ist:

Kgrecr1) = 95 % Konfidenzintervall des
Reduktionsfaktors des ersten
Versuchsansatzes

k. = 95 % Konfidenzintervall der Kon-

trolltitration

8.4 Berechnung des mittleren
Reduktionsfaktors (RF ;) und
seines 95 % Konfidenzintervalls

Der mittlere RF aus beiden Ansitzen und
sein 95 % Konfidenzintervall werden wie
folgt berechnet:

RF(mi) = (RFTl + RFTZ) /2

Dabei ist:
RF 1) = mittlerer Reduktionsfaktor
RFt; =Reduktionsfaktor des ersten
Versuchsansatzes
RFt, =Reduktionsfaktor des zweiten
Versuchsansatzes

Das 95 % Konfidenzintervall des mittleren
RF (Kgg(mi)) berechnet sich aus:

o \/(KRW>2+(KRW)Z

RF(mi) — 2

Dabei ist:

Kgremi)=95 % Konfidenzintervall des
mittleren Reduktionsfaktors

Kgre(r1)=95 % Konfidenzintervall des
Reduktionsfaktors des ersten
Versuchsansatzes

Kgre(r2)=95 % Konfidenzintervall des
Reduktionsfaktors des zwei-
ten Versuchsansatzes
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9 Biometrische Auswertung
der Versuchsansatze und
Beurteilung der virusdes-
infizierenden Wirkung
(Reduktionsfaktor [RF])

Von einer ausreichenden, Desinfektions-
mittel-bedingten Titerreduktion ist aus-
zugehen, wenn der mittlere RF mindes-
tens 4 log; ¢ betragt. Die Ergebnisse diirfen
nicht durch zytotoxische Einfliisse, Inter-
ferenzen oder Nachwirkung des Desin-
fektionsmittels beeintrachtigt sein.

Die Virustitrationen sind so durchzu-
fithren, dass der Virustiter ein 95 % Kon-
fidenzintervall von <0,5 log;o aufweist.
Die Anzahl der Replikate pro Verdiin-
nung (z. B. 8, 12 oder 16) und der Ver-
diinnungsfaktor in der Verdiinnungsrei-
he (z. B. 3, 5 oder 10), die fir die Titration
verwendet wird, sind entsprechend fest-
zulegen.

10 Untersuchungsbericht

Die Versuchsergebnisse sind tabellarisch
und ggf. graphisch, einschlieSlich der mit
der jeweiligen Referenzsubstanz erhobe-
nen Befunde, zusammenzustellen. Der
Untersuchungsbericht muss die Char-
genbezeichnung des zu priifenden Mit-
tels, die wirksamen Bestandteile des Des-
infektionsmittels sowie detaillierte Anga-
ben iiber die Priifmethodik, die Ergeb-
nisse (ermittelte Reduktionsfaktoren mit
95% Konfidenzintervall, einschliefllich
der Rohdaten) und eine Wertung des Be-
fundes enthalten (s. 9).

Anhang 1

Hinweise zur Durchfiihrung
des Infektiositatstests

Die Priifung der Infektiositit der Suspen-
sionen und ihrer Verdiinnungen kann als
Mikrotest in Platten erfolgen. Zur Titer-
bestimmung kann die Endverdiinnungs-
methode (TCIDsy) (Mikro- und Makro-
test) oder der Plaquetest (Mikrotest) ein-
gesetzt werden.

Mikrotest in Platten

Beispiel: In die Vertiefungen der
96-Well-Zellkulturplatte werden 0,05-
0,15 ml der jeweiligen Verdiinnungsstu-



fe appliziert (6 bis 8 Wells pro Verdiin-
nungsstufe). Diese kann entweder auf be-
reits angewachsene Zellen aufgebracht
oder zu 0,05-0,15 ml Zellsuspension hin-
zugefiigt werden. Werden bereits ange-

Anhang 2

wachsene Zellkulturen verwendet, kann
nach einer Adsorptionsdauer von 1-2 h
das Medium gewechselt werden. Die Kul-
turen werden bei 37 °C bebriitet (in der
Regel 5-15 Tage) und anschliefSend mi-

kroskopisch auf zytopathische Effekte ge-
priift. Die Infektiositdt der Proben wird
als TCIDso/ml angegeben.

Tab. 2 Orientierende Angaben zu Reduktionsfaktoren bei verschiedenen Referenzsubstanzen und Viren

Testvirus/Wirkstoff Alkoholische Produkte: Ethanol Aldehydische Produkte: Formaldehyd  Oxidativ-wirksame Produkte: PES
Konz./EWZ Konz./EWZ RF Konz./EWZ RF
Vacciniavirus n.n.f. n.n.f. n.nf.
Poliovirus n.n.f. 0,7%/30 min 0,5-2,5 n.nf.
0,7 %/60 min 2-4,5
Adenovirus n.n.f. n.nf. n.nf.
SV40 n.n.f. n.n.f. n.n.f.
MNV n.n.f. n.nf. n.nf.
MVM - n.nf. 0,005%/10 min (60°C)  1,5-2,5
(50 ppm)
n.n.f. noch nicht festgelegt
Anhang 3 b. Titration von PES

Chemische Gehaltsbestimmungen

a. Quantitative Bestimmung

von Formaldehyd

Der Formaldehydgehalt der im Handel
befindlichen konzentrierten Formalde-
hydl6sungen ist in der Regel unterschied-
lich und kann auch von den Lagerungs-
bedingungen abhingig sein. Es ist daher
unumginglich, den Formaldehydgehalt
der fiir den Vergleichsversuch verwende-
ten Formaldehydlosung bzw. deren Ver-
diinnung quantitativ zu bestimmen. Es
ist dabei zu berticksichtigen, dass Form-
aldehydlosungen, die aus konzentrier-
ten Formaldehydl6sungen (z. B. Forma-
lin) bereitet wurden, Polymere enthalten
und bei Raumtemperatur erst nach eini-
gen Tagen die maximale, dem Gehalt an
Formaldehyd entsprechende Wirksam-
keit besitzen.

Quantitative Bestimmung von Form-
aldehyd zum Beispiel mit Hydroxylam-
moniumchlorid:

Das Prinzip der Methode ist folgendes:

Formaldehyd reagiert mit Hydroxyl-
ammoniumchlorid unter Bildung des
entsprechenden Oxims. Hierbei wird eine
aquivalente Menge von Wasserstoffionen
frei, die den pH-Wert des Reaktionsan-
satzes in den sauren Bereich verschieben:

H,C=0+ H,N-OH+CI —
H,C=NOH+H" +CI" +H,0

Der pH-Wert des Ansatzes wird mit Na-
tronlauge auf den anfinglichen pH-Wert
zuriicktitriert. Aus der verbrauchten
Menge an Natronlauge wird der Gehalt
der Probe an Formaldehyd errechnet.

Durchfithrung der Bestimmung:

Von der zu untersuchenden Probe wird
eine Menge, die 100 bis 150 mg Formalde-
hyd enthilt, in eine fiir die Titration am
pH-Meter geeignete Vorlage pipettiert
und mit Aqua dest. auf ca. 100 ml aufge-
fiillt. Die Losung wird am pH-Meter mit
ca. 0,5 N Salzsdure auf genau pH 3,0 ein-
gestellt. 25 ml einer zuvor bereits auf pH
3,0 eingestellten ca. 0,5 N Hydroxylammo-
niumchloridlésung werden hinzupipet-
tiert und die Mischung 10 min bei Raum-
temperatur stehengelassen. Anschlieflend
wird am pH-Meter mit 0,5 N Natronlauge
wieder auf pH 3,0 zuricktitriert.

Berechnung des Formaldehydgehaltes
der Probe:

Verbrauchte Menge an
0,5 N NaOH in ml x 30,03
Volumen der Probe in ml x 20
= Gehalt der Probe an Formaldehyd
in g in 100 ml.
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Peressigsduren sind Gleichgewichtssyste-
me aus den Komponenten:
Peressigsdure, Wasserstoffperoxid, Essig-
sdure und Wasser.

Peressigsdaure wird bei 4 °C gelagert.

Aus dem z. B. ca. 40 %igen Peressig-
saurekonzentrat wird eine Stammldsung
hergestellt. Haltbarkeit der Stammlésung
maximal 1 Tag bei 4°C.

Die Gehaltsbestimmung erfolgt durch
Titration deshalb jeweils maximal einen
Tag vor dem Versuch.

Material

Peressigsaure

ortho-Phosphorséure 85% p. A.
Kaliumjodid p. A.

1% Stirkelosung — Stérke p. A.
Ammoniumheptamolybdat -Tetrahyd-
ratp. A.

0,1 N Natriumthiosulfatlgsung

Aqua bidest, Eisflocken

Herstellung der Stirkelosung:

1 g Starke werden in 100 ml Wasser ge-
16st, aufgekocht und abkiihlen gelassen.
(Haltbarkeit maximal 4 Wochen)

Zu beachten ist, dass bei der Titration
mit mindestens 100 ml Eiswasser ver-
diinnt wird. Bei zu geringer Verdiinnung
reagiert Wasserstoffperoxid auch schon
in der Kilte etwas mit dem Jodid.
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Durchfiihrung

1. Bestimmung des PES-Gehaltes

Zu 100 ml Eiswasser werden 10 ml 5 %ige
ortho-Phosphorsédure und ca. 0,5 g Ka-
liumjodid gegeben und jeweils gut ge-
mischt, danach werden 3-4 Tropfen Stér-
kel6sung zugefiigt.

Nach Zugabe der Probenlésung® wird
sofort und schnell unter stindigem Riih-
ren mit Natriumthiosulfatlésung auf das
Verschwinden der Blaufirbung titriert.
Entscheidend ist das erste Verschwinden
der Farbung; nach kurzem Stehen tritt die
Blaufiarbung wieder auf, da H,0, langsam
mit dem Jodid reagiert.

Berechnung

ml 0,1 N Na,S,0, x 3,803
10 x ml Probe

= %Peressigsaure

Verbrauch Natriumthiosulfatlosung 2
Gehalt an Peressigaure
1ml 0,1 N Natriumthiosulfatlosung 2

3,803 mg Peressigdure

9 z.B.bei einer 1%igen Peressigsaurelésung

1 ml, bei einer 0,1 %igen Peressigsaureldsung
10 ml.

Anhang 5

2. Bestimmung des Wasserstoffperoxid-
Gehalts

Eine Spatelspitze Ammoniumheptamo-

lybdat wird zugeben und die Losung auf

Raumtemperatur erwirmt, danach wird

erneut mit Natriumthiosulfatlésung auf

Entfarbung titriert.

Berechnung

ml 0,1 N Na,S,0, x1,701
10 x ml Probe

= %H,0,

Verbrauch Natriumthiosulfatlosung £
Gehalt an H,0,
Iml 0,1 N Natriumthiosulfatlosung 2
1,701 mg H,0,

Anhang 4

Herstellung von Wasser
standardisierter Harte

Fiir die Herstellung werden 2 Losungen
benotigt:

Losung A:

19,84 g wasserfreies Magnesiumchlo-
rid (MgCl,) und 46,24 g wasserfreies Kal-
ziumchlorid (CaCl,) werden in Aqua bi-

Tabellarische und graphische Darstellung der Priifungsergebnisse

a. Beispiel fiir die tabellarische Darstellung der Priifungsergebnisse

dest. gelost und auf 1000 ml aufgefiillt (es
konnen auch dquivalente Mengen was-
serhaltiger Salze verwendet werden). Die
Loésung wird im Dampfsterilisator ste-
rilisiert. Sie kann bei 2°C bis 8°C bis zu
einem Monat aufbewahrt werden.

Losung B:

35,02 g Natriumhydrogenkarbonat
(NaHCOs3) werden in Aqua bidest. ge-
16st und auf 1000 ml aufgefiillt. Die Lo-
sung wird durch Membranfiltration ste-
rilisiert. Sie kann bei 2°C bis 8°C bis zu
einer Woche aufbewahrt werden.

Fiir die Herstellung von 1 Liter Was-
ser standardisierter Harte werden in
einen sterilisierten 1000 ml-Messkolben
mindestens 600 ml steriles Aqua bidest.
gegeben. Dazu werden 6,0 ml Losung A
und 8,0 ml Losung B gegeben und nach
dem Durchmischen mit Aqua bidest. zu
1000 ml aufgefiillt. Der pH-Wert dieser
Losung muss 7,0+ 0,2 betragen. Falls er-
forderlich ist der pH-Wert mit 1 N Nat-
riumhydroxid (NaOH) bzw. 1 N Salzsiu-
re (HCI) einzustellen. Wasser standardi-
sierter Harte ist unter aseptischen Bedin-
gungen frisch herzustellen und innerhalb
von 12 h zu verbrauchen.

Die Hiérte muss 376 ppm, berechnet
auf Kalziumkarbonat, betragen.

Tab. 3 Beispiel fiir die tabellarische Darstellung der Priifungsergebnisse (Angaben zur Zytotoxizitat des Desinfektionsmittels und zur maximal

nachweisbaren Abnahme des Infektiositatstiters)

Konzentration des

Desinfektionsmit-

tels im Ansatz (%)
Konfidenzintervall

Virustiter der Kontroll-Titrati-
on (logqo TCIDso/ml bzw. log;y  tét
PFU/ml) einschlieBlich 95 %

Zytotoxizi-

vall

Virustiter der,Restvirus“-Titration
(logqo TCIDso/ml bzw. logo PFU/mI)
einschlieBllich 95 % Konfidenzinter-

Reduktionsfaktor nach ... (min) ein-
schlieBlich 95 % Konfidenzintervall

1.EWZ' 2.EWZ

3.EWZ 4.EWZ

1.EWZ 2.EWZ 3.EWZ 4.EWZ

TEWZ Einwirkzeit
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b. Beispiele fiir die graphische Darstel-
lung der Priifungsergebnisse
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Anhang 6

Hinweise zur Abfassung
von Gutachten Uber
Desinfektionsmittelpriifungen

== In der Einleitung sollte kurz berichtet
werden, fiir welchen Anwendungsbe-
reich (z. B. Hande-, Flachen-, Instru-
menten- bzw. Wischedesinfektion)
das Mittel eingesetzt werden soll. Ins-
besondere muss angegeben werden,
unter welchen Bedingungen das Mit-
tel anzuwenden ist und warum das
Mittel fiir wirksam gehalten wird
(z. B. anhand von Literaturzitaten).

== Die Wirksubstanzen, die vorgesehe-
nen Anwendungskonzentrationen
und die Identitit der Priifprobe miis-
sen vollstdndig genannt werden.

== Das Desinfektionsmittel ist genau zu
beschreiben: Chargen-Nr., Herstel-
lungsdatum, Verfallsdatum, physika-
lische Eigenschaften, Farbe, pH-Wert

(der pH-Wert der Priiflosungen im
Priifmuster und in der Gebrauchs-
verdiinnung mit WSH soll gemessen
werden. Dies gilt nicht fiir alkoholi-
sche Losungen >60%).

== Die Herkunft, Praparation und Pas-
sagegeschichte des Priifvirus sowie
der verwendeten Zelllinien sollen be-
schrieben werden.

== Die Methodik fiir die Priifungen
und die Kontrollversuche muss ex-
akt beschrieben werden. Ein Ver-
weis auf die Leitlinie ist nicht ausrei-
chend. Insbesondere ist die Herstel-
lung und ggf. die Art der Aufkonzen-
trierung der Testvirussuspension so-
wie die Art der Bestimmung und der
Berechnung der Viruskonzentration
(Titer) genau zu beschreiben. Jegli-
che Abweichungen von der Leitlinie
sind exakt zu beschreiben und zu be-
griinden.

== Die Ergebnisse aller Versuche miis-
sen tabellarisch als Rohdaten und als
berechnete TCIDs,- bzw. PFU-Wer-
te, einschlieSlich der 95 % Konfidenz-
intervalle angegeben werden. Die
Methode der Titerberechnung muss
ebenfalls genannt werden. Hierzu eig-
net sich z. B. die Methode nach Spe-
arman und Kirber [3, 4] bzw. beim
LVP die Formeln nach Taylor bzw.
Poisson [5, 6]. Die statistische Aus-
wertung und die Bestimmung des
95 % Konfidenzintervalls des Reduk-
tionsfaktors (RF) ist nach den Vorga-
ben unter 8. durchzufiihren.

Anhang 7

Memorandum zur Verwendung
von Molekularsiebfiltrations-Saulen
in der Desinfektionsmittelpriifung

(Stand: 18. Mai 2013)

Bei der Desinfektionsmittelpriifung muss
zum Nachweis der virusinaktivierenden
Wirksamkeit eines Desinfektionsmit-
tels eine Titerreduktion um 4 log;o-Stu-
fen nach der angegebenen Einwirkzeit
nachgewiesen werden. Da einige Desin-
fektionsmittel jedoch eine starke Zytoto-
xizitat aufweisen, kann diese Titerreduk-
tion nicht immer erreicht werden. In der
EN 14476 und der Leitlinie der DVV/RKI
wird fiir solche Fille eine ,,Entgiftung des
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Priifgemisches durch Molekularsiebfiltra-
tion z. B. mittels Sephadex™LH 20 Sau-
len vorgeschlagen. Mit diesem Verfahren
kann die Zytotoxizitit in Abhangigkeit
von den Wirkstoffen in der Regel um eine
logjo-Stufe verringert werden. In einigen
Laboren werden die Molekularfiltrations-
Séulen auch bei nicht zytotoxischen Des-
infektionsmitteln zum Abstoppen der vi-
rusinaktivierenden Wirkung eingesetzt.
Die Erfahrungen in mehreren Laboren
haben gezeigt, dass in diesen Molekular-
siebverfahren infektise Viren in nicht
vorhersagbarer Weise zuriickgehalten
werden und somit zu falschen Ergebnis-
sen fithren kénnen. Es wird eine virusin-
aktivierende Wirksamkeit vorgetauscht,
die tatsichlich nicht vorhanden ist.

Dieser Effekt konnte bei verschiedenen
Virus-Spezies und bei Desinfektionsmit-
teln mit unterschiedlicher Wirkstoffba-
sis beobachtet werden. @ Tab. 4 zeigt ver-
schiedene Beispiele mit und ohne Einsatz
der Molekularfiltrations-Séulen: Bei den
QAV-basierten Formulierungen 1, 3 und
4 kam es zu deutlicher Zuriickhaltung in-
fektioser Viren in den Séulen, wiahrend
bei dem QAV-basiertem Praparat 2 keine
Beeinflussung zu beobachten war. In di-
rekten Vergleichsstudien von Priifgemi-
schen, filtriert und unfiltriert, wurden Ti-
terunterschiede von bis zu 3 log;o-Stufen
gemessen. Bei den parallelen Titrationen
der Viruskontrollen gab es diesen Riick-
halte-Effekt nicht. Daraus resultiert die
Hypothese, dass die Zusammensetzung
des Priifgemisches, bestehend aus Desin-
fektionsmittel, Testvirussuspension und
gegebenenfalls Proteinbelastung, der kri-
tische Faktor ist.

In einigen Gutachten und Publikatio-
nen findet man immer wieder Desinfek-
tionsmittelpriifungen, die ausschlieflich
unter Verwendung dieser Molekularsieb-
filtration durchgefiihrt wurden. In Einzel-
fillen fallt es schwer, die Richtigkeit die-
ser Daten sicher zu bewerten. Es fehlen
Vergleichsansitze, die belegen, dass kein
Restvirus in den Sdulen zuriickgehalten
wurde. Wir mochten deshalb darauf hin-
weisen, dass bei Desinfektionsmittelprii-
fungen, in denen ohne ,,Entgiftung® die
geforderte Titerreduktion nicht erreicht
werden kann, alle Zeitpunkte mit und
ohne Molekularsiebfiltration gemessen
werden miissen. Auf diese Weise kann er-
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Tab. 4 Beispiele fiir Testergebnisse mit und ohne Saulen

Wirkstoff Konzen- Priifvirus Belastung  Zytotoxi- S&ule Virustiter Virustiter (logqo TCIDso/ml) nach
tration zitat Kontrolle
5 min 15 min 30 min 60 min
QAV1 1% Rota Aqua bidest 3,50 Nein  7,13+0,37 6,00+0,38 5,63+0,41 5,63+0,41 n.d.
2,50 Ja 7,00£0,38 <2,50£0,00 <250+0,00 <250+0,00 n.d.
QAV2 0,25% Rota Aqua bidest 3,50 Nein  7,13+0,37 6,75+0,33 6,75+0,44 5,88+0,37 n.d.
2,50 Ja 7,00£0,38 6,63+0,25 6,50+0,35 6,75+0,44 n.d.
QAV3 1% Adeno FKS 3,50 Nein  7,64+0,29 nd. nd. n.d. 579+0,37
3,50 Ja 7,50+0,40 nd. nd. n.d. <3,50+0,00
SV40 3,50 Nein  7,79+0,37 n.d. n.d. n.d. 521+£0,55
3,50 Ja 7,79+0,37 nd. nd. n.d. <3,50+0,00
QAV 4 1% Adeno FKS 3,50 Nein  7,64%0,29 n.d. n.d. n.d. 6,07 +£0,49
2,50 Ja 7,50£0,40 nd. n.d. n.d. <2,50+0,00
0,5% SV40 4,50 Nein  7,79+0,37 n.d. n.d. n.d. 6,36+0,29
3,50 Ja 7,79+0,37 n.d. n.d. nd. <3,50+0,00
1 min 2 min 3 min 5 min
Alko- 80% Adeno Aqua bidest. 4,50 Nein  8,00+0,46 n.d. 6,75+0,33 n.d. n.d.
hol+CHG 2,50 Ja 725+044  nd. <263+025 nd. n.d.

kannt werden, ob Virus in den eingesetz-
ten Saulen verblieben ist. Gegebenenfalls
miissen andere Mafinahmen (z. B. ho-
here Virustiter) eingesetzt werden. Zum
Abstoppen der virusinaktivierenden Wir-
kung in nicht zytotoxischen Losungen
sind diese Sdulen ungeeignet, da vor al-
lem bei kurzen Einwirkzeiten der genaue
Zeitpunkt des Abstoppens nicht so genau
bestimmt werden kann wie beim Anlegen
von Verdiinnungsreihen.

5 =L {p.(1-p)/ (16-1)}

Da p;=1, p,=0,75, p3=0,5 und p4=0,13
und n in allen Verdiinnungen 16 ist, ist

P(d-p)/(n,-1)=0
P,(1-p,)/(n,-1)
=0,75(1-0,75)/(16—-1) = 0,0125
P;(1-p;)/(n; 1)

Das 95 % Konfidenzintervall des RF
(Krg(r1)) berechnet sich nach (vgl. 8.2):

Koy = (0,38)> +(0,32)* = 0,50

Der Reduktionsfaktor des ersten Ver-
suchsansatzes betrigt somit 5,38 +0,50
logso.

Unter der Annahme, dass unter ana-
logen Rahmenbedingungen im zwei-

=0,50(1-0,50)/(16—-1) = 0,0167 ten Versuchsansatz die Titer der Kon-
Anhang 8 P,(1-p,)/(n, —1) troll-Titration und der Restvirus-Tit-
=0 13(1 -0 13) / (16 _ 1) = 0.0075 ration 8,25+0,22 loglo TCIDsO/ml und

1. Beispiel zur Berechnung des
Titers und des Reduktionsfaktors
nach Spearman und Karber

Titerberechung der Kontroll-Titration
des ersten Versuchsansatzes (T1):

Aus den in @ Tab. 5 angegebenen
Zahlenwerten errechnet sich der Titer
(s. 8.1):

m=—6+%—1x2,38=7,88

Unter Berticksichtigung des eingesetzten
Testvolumens betrégt der Titer 8,88 log;
TCIDso/ml.

Die Standardabweichung und das 95 %
Konfidenzintervall des Titers wird aus
den gegebenen Werten wie folgt berech-
net (vgl. 8.1):

s, = \/1(0,0125+0,0167 +0,0075)

$Sm=0,19,
d. h. 2s,,=0,38
Daraus resultiert k,=0,38

Der Titer der Kontroll-Titration betragt
somit 8,88+ 0,38 log;o TCIDs5p/ml.

Bei analoger Berechnung des Restvi-
rus-Titers des ersten Versuchsansatzes
(Zahlen nicht angegeben) ergibt sich fiir
diesen ein Beispielwert von 3,50+ 0,32
log;o TCID5p/ml.

Der Reduktionsfaktor (RF) berechnet
sich aus (vgl. 8.2):

RE,, =8,88—3,50

Der RF des ersten Versuchsansatzes be-
tragt 5,38 logo.
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3,25+0,34 log; o TCIDs¢/ml betragen, er-
gibt sich fiir RFr;, einschlief3lich 95 % Kon-
fidenzintervall ein Wert von 5,0+ 0,40.

Der mittlere RF aus beiden Ansétzen
einschlieSlich 95 % Konfidenzintervall
wird berechnet nach (vgl. 8.4):

RE, ., =(5,38+5,00)/2=5,19

Das 95 % Konfidenzintervall des mittleren
RF (Kgg(mi)) wird ermittelt nach (vgl. 8.4):

Kiegmiy = (0,50* +0,40%*)/2 = 0,45

Somit betrdgt der Gesamt-RF aus beiden
Versuchsansitzen (mit 95 %-Konfidenz-
intervall) bei den gegebenen exemplari-
schen Werten 5,19+ 0,45 logo.

Die Einzeltitrationen erfiillen hinsicht-
lich der Genauigkeit die Anforderung der



Tab. 5 Beispielwerte fiir ein Versuchsergebnis

p=0,05Inp=-2,99

Leitlinie, da die 95 %-Konfidenzintervalle
der errechneten Titer <0,5 log;o betragen.

2. Beispiel zur Berechnung des
Titers und des Reduktionsfaktors
aus dem Large-Volume-Plating
nach 8.3

Nimmt man an, dass nach Einwirkung
des Desinfektionsmittels nur noch gerin-
ge Infektiositat festgestellt und deshalb
das LVP angewendet wird, so gibt es zwei
Moglichkeiten zur Berechnung des Titers
b, der dann, wie in 8.2 beschrieben, fiir die
Berechnung des Reduktionsfaktors ver-
wendet wird.

a. Berechnung nach der Taylor-Formel:

Werden beim LVP einige infizierte Zell-
kulturen gefunden, kann der Titer nach
folgender Formel berechnet werden:

c=2(—lnn_np)
v n

W

c=Konzentration der infektiosen
Viruspartikel

D =Verdiinnung

V= Volumen pro Well

n=Anzahl inokulierter Wells

n, = Anzahl Virus-positiver Wells

Fiir die Beispielrechnung werden verwen-
det:

V.=0,1ml

n=96

n,=9

D=1000

Trégt man diese Werte in die obige For-
mel ein, ist das Ergebnis 984 infektio-
se Einheiten/ml. Eine TCIDsq entspricht
0,69 infektiosen Viruspartikeln. In
TCIDs, umgerechnet ergibt sich ein Ti-
ter von 984 : 0,69 = 1426 TCIDso/ml. Der
Wert, der fiir die Berechnung des Reduk-
tionsfaktors eingesetzt wird, ist der deka-
dische Logarithmus dieses Titers, ndmlich
3,15 log; TCIDsp/ml.

b. Berechnung nach der Poisson-Formel:

Werden beim LVP keine infizierten Zell-
kulturen gefunden, kann die ,,95-prozen-
tige Nachweisgrenze® wie folgt berechnet
werden:

c=lnp/-V

Dabei ist:

p=die Wahrscheinlichkeit mit der
kein Virus nachgewiesen wird;
die Wahrscheinlichkeit kein Vi-
rus zu finden soll nicht grofler als
5% sein (p=0,05). Es wird somit
die Viruskonzentration berechnet,
die bei einem gegebenen Proben-
volumen mit einer Wahrschein-
lichkeit von 95 % nachgewiesen
werden kann.

V =Testvolumen [ml]

Im Beispiel soll eine wegen der Zytoto-
xizitdt 1:1000 verdiinnte Probe auf einer
Mikrotestplatte (96 Wells, 0,1 ml/Well)
verimpft worden sein.

Daraus ergibt sich folgende Berech-
nung:
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Verdiinnung logqo Anzahl der positiven Kulturen pi V=96x0,1 ml; das getestete Volumen
pro Verdiinnung betrégt 9,6 ml

1:10 1 16/16 1,0

1:100 2 16/16 1,0 Eingesetzt in die Formel ergibt sich ein
1:1.000 3 16/16 1,0 Wert von <0,31 Viruspartikeln/ml.
1:10.000 4 16/16 1,0 Unter Beriicksichtigung der Verdiinnung
1:100.000 5 16/16 1,0 (0,31 x1000) ergibt sich ein Wert von 310
1:1.000.000 6 16/16 1,0 infektiosen Viruspartikeln pro ml. Da
1:10.000.000 7 12/16 0,75 eine TCIDs; 0,69 infektiésen Virusparti-
1:100.000.000 8 8/16 0,50 keln entspricht, ergibt sich ein Titer von
1:1.000.000.000 9 2/16 0,13 310: 0,69 = 445 TCIDs, dessen Logarith-
1:10.000.000.000 10 0/16 0 mus <2,65 lOglo TCIDs, ist. Dieser Wert
Ausgangsparameter: 100 ul Inokulum pro Vertiefung, 16 Replikate pro Verdtinnungsstufe und eine log;¢-Verdiinnungsreihe ist der Titer, der fir die Berechnung des
Eine dhnliche Genauigkeit wird erreicht bei Verwendung einer 1:3-er Verdiinnungsreihe und Testung von 8 Replikaten Reduktionsfaktors eingesetzt wird.

pro Verdinnung Fiir die Berechnung des Reduktionsfak-

tors und dessen 95 % Konfidenzintervall
nehmen wir an, dass der Titer der Kon-
troll-Titration, wie in der Beispielrechnung
ausgefiihrt, 8,88+0,38 log;o TCIDs¢/ml
betrigt. Fiir die Berechnung des Restvi-
rus-Titers wurde ein Titer von 3,15 log;o
TCIDso/ml festgestellt. Der Reduktions-
faktor betragt dann (8,88-3,15) 5,73 logy,.
Da der Restvirus-Titer aus pragmati-
schen Griinden der Berechnung kein 95 %
Konfidenzintervall hat, ergibt sich ein Re-
duktionsfaktor von 5,73+ 0,38 log.
Wird bei der Bestimmung des Rest-
virus-Titers keine Infektiositat gefunden
und der Titer nach der Poisson-Formel
ermittelt, ergibt die Berechnung des Re-
duktionsfaktors (8,88-2,65) 6,23 logo.
Da der Restvirus-Titer aus pragmati-
schen Griinden der Berechnung kein 95 %
Konfidenzintervall hat, ergibt sich ein Re-
duktionsfaktor von >6,23+0,38 log,.
Das Zeichen >wird hier dem Reduk-
tionsfaktor vorangestellt, um zu zeigen,
dass keine restliche Infektiositdt nachge-
wiesen worden ist; d. h. der Reduktions-
faktor hat mindestens diesen Wert, kann
moglicherweise aber auch hoher sein.
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