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Einleitung

1 Einleitung

Desinfektionsmittel spielen sowohl in der Tierhaltung, als auch in der Tierérztlichen Praxis eine
entscheidende Rolle. Sie werden neben der Tierseuchenbekdmpfung auch zur Prophylaxe von
Infektionskrankheiten eingesetzt. Damit nimmt die Desinfektion im Rahmen der Tierhygiene eine
wichtige Stellung bei der Sicherung der Qualitat von Lebensmitteln tierischer Herkunft, sowie beim
Aufbau von gesunden, leistungsstarken Tierbestdanden ein. Durch die vielféltigen
Einsatzmdglichkeiten der Desinfektionsmittel werden hohe Anforderungen an deren Leistungs- und
Belastungsfahigkeit gestellt. Um die Qualitat, Sicherheit und Effektivitdt von Desinfektionsmitteln
gewabhrleisten zu kénnen, wurde nach einem Verfahren zur Desinfektionsmittelprifung gesucht.
Bereits 1974 wurden die ersten Richtlinien zur Prifung chemischer Desinfektionsmittel durch die
Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft e.V. (DVG) erstellt. Seit der ersten Fassung sind die
Richtlinien einem standigem Prozess unterworfen, der sie den aktuellen Vorkommnissen und
Bedurfnissen anpasst. Bis heute sind vier Auflagen der Richtlinien erschienen (Stand 2014). Auf
europaischer Ebene begannen 1989 im Zuge der europaischen Harmonisierung die Arbeiten zur
Normierung der Desinfektionsmittelprifung. Das Europdische Komitee fur Normung (Comité
Européen de Normalisation) (CEN) hat die Aufgabe, die schon lange international geforderte
Vereinheitlichung der Bewertungskriterien fur Desinfektionsmittel innerhalb Europas zu realisieren.
Das CEN wird bei seiner Arbeit unterstiitzt durch das Deutsche Institut fir Normung e.V. (DIN), in
dessen Ausschissen wiederum die DVG vertreten ist. Somit ist der DVG eine Einflussnahme
durch Experten mdglich. Die europaischen Normen flieBen umgekehrt unmittelbar in die Arbeiten
der DVG ein.

Nur durch Verwendung wirksamer Desinfektionsmittel, kann eine effiziente Desinfektion erreicht
werden. Eine Prifung auf viruzide Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln nach europaischen
Richtlinien mit dem Ziel Anwendungsempfehlungen zu geben, ist nicht moglich, da derzeit nur EU-
Normen, die eine Prifung der Desinfektionsmittel im Suspensionsversuch vorsehen, verfligbar
sind. Daher ist die Anwendung nationaler Prifrichtlinien, die in Keimtragertests die Wirksamkeit

chemischer Desinfektionsmittel praxisnah prufen konnen, unumgéanglich (TRUYEN, 2011a).

Das Thema dieser Studie entwickelte sich im Kontext der derzeitigen Diskussion uber
Verbesserungsvorschlage zu den bestehenden Richtlinien. Dabei konzentriert sich diese Arbeit
darauf, in Anlehnung an die Anforderungen der europaischen Normen, die Prifung zu
vereinfachen und andere Viren als bisher auf ihre Eignung als Prufviren zu untersuchen. Es ist
vorgesehen, eine Viruzidieprifung im Bereich tierdrztliche Praxis zu etablieren. Dafir sollen
verschiedene Viren auf ihre Eignung untersucht werden. Des Weiteren sollen fir den Bereich
Tierhaltung alternative Prufviren getestet werden. Um diesbeziglich reprasentative Aussagen zu

erhalten, wurden je zwei Testviren aufgrund ihrer Tenazitat, Eignung zur Kultivierung und/oder
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Bedeutung als Tierseuchenerreger ausgewahlt. Zur Prifung wurden finf Desinfektionsmittel aus
verschiedenen Wirkstoffklassen herangezogen und fir den Bereich tierarztliche Praxis auf
Stahlkeimtragern, fiur den Bereich Tierhaltung auf Holzkeimtragern getestet.

In einem zweiten Teil soll ein alternatives Zellkulturnachweissystem fiir das Newcastle-Disease-
Virus (NDV) geprift werden. Ziel war es das bisher verwendete, sehr aufwendige und empfindliche
System der frisch gewonnenen Hihnerembryofibroblasten abzulésen. Das in Allantoisflussigkeit
vermehrte NDV wird mit in permanenter Zellkulturlinie vermehrtem NDV verglichen. Informationen
Uber das Ausmald eines moglichen Eiweil3fehlers sind notwendig und sinnvoll. In diesem
Zusammenhang soll die Praktikabilitéat, Durchfiihrbarkeit und Reproduzierbarkeit des alternativen

Zellkulturnachweissystems getestet werden.
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2 Literaturibersicht
2.1 Desinfektion

2.1.1 Begriffsbestimmungen

Desinfektion - Schon das Deutsche Arzneibuch 6 von 1926 definierte Desinfektion
folgendermalen: Totes oder Lebendes Material in einen Zustand versetzen, dass es nicht mehr
infizieren kann. Spéater versteht (MAYR, 2006) unter dem Begriff Desinfektion die gezielte
Vernichtung bestimmter, in der Regel pathogener Mikroorganismen. Dabei hat die Desinfektion
immer das Ziel, neben der Vernichtung der unerwinschten Keime die naturlichen Umwelt- und
Lebensbedingungen so wenig wie moglich zu beeintréchtigen. Eine dem sehr ahnliche Auffassung
von Desinfektion hat die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft (ANON., 2008), die im Jahr
2008 Desinfektion als eine MalRBnahme zur gezielten Inaktivierung unerwinschter Mikroorganismen
zu einem bestimmten Zweck definierte. Hierzu werden chemische Desinfektionsmittel mit dem Ziel
eingesetzt, die Funktion, Struktur oder den Stoffwechsel dieser Mikroorganismen so zu schadigen,
dass Ubertragungen verhindert werden. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) (ANON., 2005a)
versteht unter Desinfektion die Inaktivierung eines infektiosen Agens und stellt gleichzeitig fest,
dass Desinfektion die virale und bakterielle Blrde senkt, nicht aber als Reinigung oder gar
Sterilisation zu verstehen ist. Das Robert-Koch-Institut (RKI) (ANON., 2004c) fordert die Angabe
eines standardisierten, quantifizierbaren Wirkungsnachweises im Desinfektionsprozess, der die
Reduktion der Anzahl vermehrungsfahiger Mikroorganismen infolge Abtotung bzw. Inaktivierung
darstellt. Ziel soll dabei sein, einen Gegenstand in einen solchen Zustand zu versetzen, dass von
ihm keine Infektionsgefahrdung mehr ausgeht. Ziel der Desinfektion ist definitionsgemaf nicht die
Eliminierung nicht infektionsrelevanter Umweltkeime, sondern die definierte Verminderung der
Anzahl pathogener oder fakultativ pathogener Mikroorganismen. Dieser Ausschnitt aus einer
Vielzahl von Literaturbeitragen zum Thema Desinfektion zeigt den zentralen Stellenwert, den die
Desinfektion und damit auch die Desinfektionsmittelprifung in der veterinar- und

humanmedizinischen Infektionsprophylaxe einnimmt.

Reinigung - Unter Reinigung wird ein Prozess zur Entfernung von Verunreinigungen unter
Verwendung von Wasser mit reinigungsverstarkenden Zusétzen verstanden, ohne dass
bestimmungsgemaln eine Abtotung/Inaktivierung von Mikroorganismen stattfindet oder beabsichtigt
ist (ANON., 2004c). Fir BOHM & STRAUCH (2002) ist Reinigung die moglichst vollstandige,
langdauernde Trennung von mindestens zwei Substanzen, die physikalisch miteinander
verbunden aneinander haften. Laut MULLER & SCHLENKER (2011) ist Reinigung eine
Grundvoraussetzung fur die Wirkung chemischer Desinfektionsmittel in der Tierproduktion, sowie

in der Be- und Verarbeitung von Lebensmittel tierischer Herkunft.
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Sterilisation - Laut BOHM & STRAUCH (2002) ist Sterilisation die Abtétung aller Mikroorganismen
einschliel3lich der besonders widerstandsfahigen Bakteriensporen. Sterilitdt kann durch thermische
oder chemische Verfahren, sowie durch ionisierende Strahlen oder Hochdruck erreicht werden.
Dem schlief3t sich auch GROETTRUP (2007) an. Er definiert Sterilisation als die Elimination
(Abtrennung, Abtttung) aller Mikroorganismen, sowie Inaktivierung aller Viren, Plasmiden und
DNA-Fragmenten, die sich in oder an einem Produkt oder Gegenstand befinden. Die WHO
(ANON., 2005a) weist darauf hin, dass vor der Sterilisation eine fachgerechte Reinigung mit

Entfernung allen organischen Materials und eine Desinfektion durchgefiihrt werden missen.

2.1.2 Desinfektionsverfahren

Zur Desinfektion und Sterilisation stehen zahlreiche Verfahren zur Verfugung, welche BOHM
& STRAUCH (2002) in physikalische, chemische und biologische Verfahren einteilt. Dabei ist zu
beachten, dass nicht alle Verfahren zur Inaktivierung von Viren geeignet sind. Das RKI (ANON.,
2007) unterscheidet ebenfalls drei verschiedene Desinfektionsverfahren und definiert
Wirkungsbereiche der Verfahren. Diese sind mit Buchstaben gekennzeichnet und sind im

Nachfolgenden néher erlautert:

A zur Abtétung von vegetativen Bakterien einschlieBlich Mykobakterien sowie von Pilzen
einschlieB3lich Pilzsporen geeignet

B zur Inaktivierung von Viren geeignet
zur Abtotung von Sporen des Erregers des Milzbrandes geeignet

D zur Abtétung von Sporen der Erreger von Gastédem und Wundstarrkrampf geeignet (zur
Abtdtung dieser Sporen missen Sterilisationsverfahren unter Beriicksichtigung der

einschlagigen Normen angewendet werden)

Tabelle 1: Desinfektionsverfahren nach BOHM & STRAUCH (2002)

Physikalische Verfahren Chemische Verfahren Biologische Verfahren
Abflammen Gassterilisation thermophile Mikroorganismen
Verbrennen Kaltsterilisation exotherme Abbauprozesse
Feuchte Hitze chemische Inaktivierung Antibiose

Trockene Hitze Nahrstoffkonkurenz
Strahlung Milieuveranderung
Hochdruck

Sterilfiltration
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Tabelle 2: Desinfektionsverfahren nach Robert-Koch-Institut (ANON:, 2007b)

Thermische Verfahren Chemische Verfahren Besondere Verfahren

Verbrennen Instrumentendesinfektion Waschedesinfektion in
Waschmaschinen

Kochen mit Wasser Waschedesinfektion Instrumentendesinfektion in

Reinigungs- und
Desinfektionsgeraten
Dampfdesinfektion Flachendesinfektion Raumdesinfektion
Desinfektion von Desinfektion von Abfallen
Ausscheidungen
Hygienische Handedesinfektion

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konzentrieren sich ausschlie3lich auf chemische
Desinfektionsverfahren durch chemische Inaktivierung. In Praxi wird die chemische Desinfektion
haufig mit physikalischen Verfahren kombiniert, um bessere Ergebnisse zu erzielen.

2.1.3 Anforderungen an die Desinfektion in der Tierhaltung

Schon in den siebziger Jahren publizierte SCHLIESSER (1975) Desinfektion in der Tierhaltung als
eine besonders schwierige Aufgabe. Bedingt durch die Vereinigung aller Hindernisse, die sich
einer erstrebten Eliminierung von schadlichen Mikroorganismen in den Weg stellen kdnnen
(Verschmutzungsgrad, hoher Keimgehalt, niedrige Temperaturen, Verschiedenheit der Baustoffe
etc.). Optimale Hygiene und damit umfassende Reinigungs- und Desinfektionsmaflinahmen sind
ein unverzichtbarer Teil des Betriebsmanagements. Hygiene dient primér dazu, den Eintrag von
Krankheiten zu verhindern und die Leistungsfahigkeit der Tiere zu sichern (LAGE et al., 2010). Der
Tierhalter hat die Verpflichtung, unabhéngig von der Haltungsform, seine Tiere vor Schaden zu
bewahren. Dazu gehért ein angemessener Infektionsschutz. Mit der Definition von Zielen fir
DesinfektionsmalRnahmen leitet er die zentrale Stellung von Reinigung und Desinfektion fir die
allgemeine und spezielle Seuchenprophylaxe im Tierbestand ab. UNSHELM & METHLING (2002)

definieren folgende Ziele:

e Verhinderung der Einschleppung und Verbreitung von Tierseuchenerregern
e Unterbrechung von Infektketten

e Senkung des Infektionsdruckes

o Verhinderung des infektidsen Hospitalismus

e Verhinderung des Verderbs von Lebensmitteln

e Schutz des Verbrauchers vor Zoonosen und Lebensmittelinfektionen

Schlussfolgernd haben Reinigung und Desinfektion wegen ihrer groRen Rolle im Tierseuchen- und
Infektionsschutz einen die Tiergesundheit und damit die Tierhaltung insgesamt sichernden
Charakter. Sie sind ebenso unverzichtbare Elemente der Sicherung der gesundheitlichen

Unbedenklichkeit und der Qualitat von Lebensmitteln tierischer Herkunft.
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2.1.4 Anforderungen an die Desinfektion in der tierarztlichen Praxis

Der Erfolg tierarztlicher Tatigkeiten ist weitgehend von einer Infektionsverhinderung abhangig. Der
Tierarzt hat die weitgehende Aufgabe, Mensch und Tier vor Infektionen zu schitzen. Dies
geschieht mit den Methoden der Desinfektion und Sterilisation (ARNDT, 1983). Auch heute setzt
die Industrie auf Pravention. In der Tiermedizin ist die vorausschauende hygienische Behandlung
von entscheidender Bedeutung. Das breite Spektrum von Patienten und deren Besitzer stellt
Tierarzt, Ausristung und Personal vor eine grol3e Herausforderung. Das vielféltige, sich standig
wandelnde Keimspektrum stellt dabei héchste Anforderungen an das Hygienemanagement in der
tierarztlichen Praxis (ANON., 2011). Der Bundesverband praktizierender Tierérzte e.V. (ANON,,
2004a) geht in seinem "Kodex fur die Gute Veterindrmedizinische Praxis" intensiv auf die
Problematik der Praxishygiene und damit verbunden auf die optimalen Reinigungs- und

Desinfektionsmallnahmen ein:

e Hygiene in der tierarztlichen Praxis zielt darauf ab, das Infektionsrisiko flir Mensch und Tier
Zu minimieren.

e Einhaltung der Hygiene sichert die Qualitat der Dienstleistung, der tierérztlichen Praxis und
fordert deren Ansehen in der Offentlichkeit.

o Der Tierarzt verfugt Uber das erforderliche Wissen auf dem Gebiet der Reinigung und
Desinfektion. Er halt geeignete Desinfektionsmittel vor.

e Ein Reinigungs- und Desinfektionsplan ist fur alle PraxisrAume vorhanden und verbindlich.

e Behandlungstische werden nach jeder Behandlung gereinigt und desinfiziert.

o Instrumente, Gerate und Hilfsmittel werden umgehend nach Gebrauch gereinigt,
desinfiziert und gegebenenfalls sterilisiert.

¢ Reinigungs-, Desinfektions- und Sterilisationsmafinahmen sind zu dokumentieren und

regelmafig auf lhre Wirksamkeit zu tberprifen.
2.1.5 Desinfektionsmittel

2.1.5.1 Wirkmechanismen

Die Zahl der vorhandenen bzw. zu inaktivierenden Keime ist ein wichtiger Faktor zur Erfassung
und Beschreibung der Desinfektionswirkung. Art und Eigenschaften eines Desinfektionsmittels
sind weitere wichtige Einflussfaktoren. Sie bestimmen das Wirkspektrum und den
Anwendungsbereich. Fur die Wirksamkeit muss eine Substanz im Wesentlichen drei
Voraussetzungen erfullen: 1) Adsorption an die Oberflache der Zielstruktur (Zelle, Viruspartikel), 2)
Penetration in die Zielstruktur hinein und 3) Reaktion mit einem oder mehreren Bestandteilen der
Zielstruktur (Enzym, Nukleinsduren). Die Effekte an den Zielstrukturen sind in Abh&angigkeit von
Einwirkzeit und -konzentration endgultig oder reversibel. Die wichtigsten Grundmechanismen der

Reaktion von Desinfektionsmitteln mit den Zielstrukturen sind chemische Reaktionen, ionische und
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physikalische Wechselwirkungen (BOHM & STRAUCH, 2002). Vegetative Bakterienzellen bieten
drei Angriffspunkte fir Interaktionen mit Desinfektionsmitteln: Zellwand, Zytoplasmamembran und
Zytoplasma. Die Schadigung der Bakterien erfolgt dabei durch Stérung folgender Strukturen und
Mechanismen (DENYER & STEWART, 1998):

e Zellwandaufbau und -struktur

e Struktur der Zytoplasmamembran

e Atmungskette

o Membranschutzproteine

o Enzymsysteme des Zellstoffwechsels und der Zellwandsynthese
¢ Transportmechanismen der Zytoplasmamembran

¢ Anabole und Katabole Reaktionen im Zytoplasma

e Nukleinsauren

Gram negativ | Gram positiv

LPS) -> Strukur
-> Authau & Strukdur - Afrnungskette und

Wembranschutzproteine
-» Transportmechanismen

Zellwand (Pepidoglycane, l Zytoplasmarnernbran B

Poren Zellwandpeptidoglycane

Zytoplasmarmernbran

{auliere Membran)

Syoplasma

-> Anahole Reaklionen

-» Katahole Reaktionen
L-> Nukleinszuren

Abbildung 1: Wirkmechanismen von Desinfektionsmitteln nach DENYER & STEWART (1998)

Die Struktur von Viren unterscheidet sie von allen anderen Mikroorganismen bzw.
Infektionserregern. Das Virusgenom bildet zusammen mit der es unmittelbar umgebenden
Proteinhille das Nukleokapsid. Viren werden in behillite und unbehillte Viren unterschieden. Bei
den behiillten Viren das Nukleokapsid von einer mehr oder weniger ausgepragten zytosolartigen
Schicht (Tegument) umgeben. AuRen wird das Tegument von einer Hullmembran aus
Glycoproteinen und Lipiden abgegrenzt. Bei der Inaktivierung von behillten Viren werden meist
oberflachenaktive Substanzen in die Hille inkorporiert. Ab einer bestimmten Wirkstoffkonzentration
7
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des Desinfektionsmittels wird die Hulle alteriert oder zerstort. Die Hauptwirkung der chemischen
Inaktivierung von unbehdillten Viren liegt in der Alteration und/oder Zerstorung oder Blockierung
des Nukleokapsids und/oder der Veranderung der genetischen Information. Meist verliert die virale
Nukleinséure ihren Schutz durch das Kapsid und liegt frei vor. Nicht alle Desinfektionsmittel sind in
der Lage, die freiliegende Nukleinsaure vollstandig zu zerstoren. In der Regel ist diese aber nicht
mehr infektiés. Als Faustregeln zur Resistenz von Viren gegentber Desinfektionsmitteln gelten
(RABENAU & SCHWEBKE, 2010):

e unbehdillte Viren sind resistenter als behdillte Viren

e Viren mit eng anliegender Hulle sind stabiler als solche mit weiter Hulle

¢ unbehiillte Viren mit komplexen Kapsiden sind instabiler als solche mit einlagigen Kapsiden

e je kleiner und einfacher ikosaederférmige Viren gebaut sind, desto resistenter sind diese
gegen chemische und physikalische Einfliisse

e je lipophiler ein Virus, desto geringer seine Stabilitét

o zellgebundene behdillte Viren sind stabiler als freie, ungebundene Viren

e Art und Menge der Begleitmaterialien beeinflussen die Resistenz (Oberflachenassoziation,
Schutzfunktion durch Hullenbildung)

Unhehiilltes Virus Behiilltes Virus

Kapsid aus genefische Kapsid genefische  Hulle
Kapsomeren Inforrnation Information it Spikes

Abbildung 2: unbehilltes und behiilltes Virus nach RHEINBABEN & WOLFF (2002)

2.1.5.2 Einflussgrof3en auf Desinfektionsmittelwirkung

Die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln unterliegt zahlreichen Einflussfaktoren wie der
Umgebungstemperatur, dem  pH-Wert, der  Oberflachenbeschaffenheit und  dem
Verschmutzungsgrad (SCHMEROLD, 2010). BOHM & STRAUCH (2002) teilt die EinflussgroRen in

primar und sekundér ein. Diese sind in der folgenden Tabelle dargestellit:
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Tabelle 3: primare und sekundére Einflussfaktoren nach B6hm & Strauch (2002)

Priméare Einflussfaktoren Sekundare Einflussfaktoren
Wirkspektrum des Desinfektionsmittels Umgebungstemperatur
Konzentration und Einwirkzeit des pH-Wert

Desinfektionsmittels
Reinheitsgrad, Art und Beschaffenheit der zu relative Luftfeuchte und Luftgeschwindigkeit
desinfizierenden Oberflachen

Wirkspektrum

Generell gilt fir alle chemischen Desinfektionsmittel: Es gibt kein Universalmittel, welches das
gesamte Spektrum der Erreger und alle gleich gut erfasst. Je nach Zielsetzung muss deshalb
immer das am besten geeignete Mittel ausgewahlt werden. Die Empfindlichkeit der verschiedenen
Mikroorganismen gegeniber dem Hauptwirkstoff eines Handelspraparates ist dabei besonders zu
beachten. Im Allgemeinen gelten Mykoplasmen und die meisten behillten Viren als
hochempfindlich. Wenig resistent sind Bakterien und weniger empfindlich sind Pilze, Pilzsporen
sowie unbehillte Viren (MAYR, 2006). Die Widerstandsfahigkeit der Mikroorganismen gegenuber
Desinfektionsmitteln ist vor allem vom Aufbau der Zellwande oder Hullen abhéangig (MULLER
& SCHLENKER, 2011).

hoch- 2
ernpfindlich My koplasren

behiillte Viren

die meisten grampositiven Bakterien

die meisten gramnegativen Bakterien
Pilze und Pilzsporen

einige gramposiive Bakterien

(z.B. Staphylokokken)

einige gramnegative Bakterien

(z.B. Pseudornaonaden, Klebsiellen)
unbehiillte Viren

saurefeste Bakterien

{z.B. Mykobakterien)
hoch- Bakteriensparen
resistent v

Abbildung 3: Empfindlichkeit von Mikroorganismen nach MAYR (2006)

In der nachfolgenden Tabelle sind die verschiedenen Desinfektionsmittelgruppen und ihr jeweiliges

Wirkspektrum dargestellt. Das Wissen um diese Zusammenhénge spielt bei der Wahl und
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Anwendung der verschiedenen Desinfektionsmittel eine entscheidende Rolle (SCHMEROLD,
2010).

Tabelle 4: Wirkspektrum von Desinfektionsmitteln nach SCHMEROLD (2010)

Desinfektionsmittel Bakterien Sporenbildner Viren Pilze
grampositiv.gramnegativ behiillt unbehiillt
Oxidationsmittel +++ ++ ++ ++ ++ ++
halogenabspaltende ++ + - + + ;
Verbindungen
Aldehyde + ++ (+) + + +
Alkalien + + - ++ + z
organische Sauren ++ + - + - +)
Alkohole ++ + -/+ - - -
Phenolderivate + - - + + +
Schwermetalle + ++ -[++ - - 4+
Detergentien ++ + - + - -
Farbstoffe ++ I+ - - - +

Zeichenerklarung: - schlechte; + gute; ++ sehr gute; +++ sehr gute und schnelle Wirkung

Konzentration und Einwirkzeit

Da viele Desinfektionsmittel aus wirtschaftlichen Grinden bis zur Grenze der Wirksamkeit
verdiinnt werden, spielt die genaue Einhaltung der Gebrauchsverdiinnung sowie die Ldslichkeit im
Verdiinnungsmedium eine groBe Rolle (GROSCHEL, 1973). Die Einwirkdauer ist durch das
Eindringen des Desinfektionsmittels in den Mikroorganismus, die Wechselwirkung mit dem
Mikroorganismus und die Verdampfungszeit des Losungsmittels bestimmt. Wasser spielt bei der
Desinfektion oft eine entscheidende Rolle. So wirkt eine 96% Alkohollésung konservierend, eine
60-80%ige Alkoholldsung dagegen desinfizierend (ANON., 2001). Es ist zu beachten, dass das
richtige Desinfektionsmittel zum richtigen Zweck, in der richtigen Konzentration und mit der
vorgeschriebenen Einwirkzeit verwendet wird. MULLER & SCHLENKER (2011) filhren an, dass
durch die Erhéhung der Gebrauchskonzentration bzw. der Einwirkzeit diverse negative Faktoren
kompensiert werden kénnen. Zu berticksichtigen ist, dass durch eingeschrankte Wirksamkeit von

Desinfektionsmitteln Resistenzen gegen Desinfektionsmittelwirkstoffe entstehen kdnnen.
Reinheitsgrad, Art und Beschaffenheit der zu desinfizierenden Oberflachen

Der Reinheitsgrad, sowie Art und Beschaffenheit der zu desinfizierenden Oberflaichen haben einen
wesentlichen Einfluss auf den Desinfektionserfolg. Menge und Zusammensetzung von
vorhandenen  Verunreinigungen gefdhrden, insbesondere durch  Absorptions- und
Neutralisationseffekte die Desinfektionswirkung. Dem im Schmutz enthaltenen wasserloslichen
organischen Material kommt im Hinblick auf die Desinfektion die grof3te Bedeutung zu. Die

Beeintrachtigung der Wirkung von Desinfektionsmitteln in Gegenwart von EiweiRen wird als

10



Literaturiibersicht

Eiweil3fehler bezeichnet. Schon geringe Mengen organischen Materials sind in der Lage, die
antimikrobielle Wirkung von Desinfektionsmitteln herabzusetzen. Die Ursachen hierfir sind
vielfaltig und laut THIEL (1978) zurtckzufihren auf:

e Schmutzpartikel absorbieren Desinfektionsmittel, dadurch tritt eine
Konzentrationsminderung auf

o stark eingetrockneter Schmutz hat eine mechanische Schutzwirkung gegentber dem
Desinfektionsmittel

e Desinfektionsmittel bilden mit organischen Stoffen chemische Komplexe und verlieren
damit ihre antimikrobielle Aktivitat

e entstandene chemische Komplexe bilden eine Schutzhiille um die Mikroorganismen

Auch die Assoziation an Oberflachen hat laut RHEINBABEN & WOLFF (2002) einen grof3en
Einfluss auf die Stabilitat und Resistenz von Viren und damit auf die mogliche Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln. Es kénnen sowohl Zelloberflachen als auch unbelebte Oberflachen aus
Kunststoff, Glas, Holz, Keramik und anderen Materialien gemeint sein. Hier gilt im Allgemeinen die
Regel, dass eine Oberflachenassoziation in den meisten Fallen zu einer hdéheren Resistenz,

insbesondere gegeniber chemischen Einfliissen fluhrt.
Umgebungstemperatur

Neben dem Verschmutzungsgrad spielt die Temperatur eine nicht unbetrachtliche Rolle bei der
Beeinflussung von DesinfektionsmaflRnahmen. Niedere Temperaturen setzen die Wirkung der
meisten  Desinfektionsmittel  stark  herab. Eine  Wirksamkeitsbeeintrachtigung  von
Desinfektionsmitteln durch eine Herabsetzung der Temperatur wird als Kaltefehler bezeichnet. Die
Reduktion der Anwendungstemperatur von 20°C auf 10°C kann ohne weiteres eine Verdopplung
der Anwendungskonzentration erforderlich machen (HOLZAPFEL et al., 2004). LAGE et al. (2010)
beschreibt diesen Effekt als Temperaturfehler. Mit einer Konzentrationsanpassung kann dieser
Fehler in gewissen Grenzen behoben werden. Nicht nur niedrige, auch hohe Temperaturen
kénnen zu einem Wirkungsverlust von Desinfektionsmitteln fihren. So findet bereits bei einer

Temperatur von 30°C ein Wirkstoffzerfall bei Sauerstoff- und Chlorabspaltern statt.
pH-Wert

Entsprechend ihrem natirlichem Milieu sind verschiedene Viren an unterschiedliche pH-Werte
angepasst. Geringe Verschiebungen dazu werden toleriert. Stark saure und alkalische pH-Werte
fuhren bei der Mehrzahl der Viren zur Inaktivierung. Dies kann bei der Entwicklung von viruzid
wirksamen Desinfektionsmitteln genutzt werden (RABENAU & SCHWEBKE, 2010). Auch die

keimtétende Wirkung von chemischen Desinfektionsmitteln kann vom pH-Wert beeinflusst werden.
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So sind Aldehyde und Chlorverbindungen besonders stark pH-abh&ngig. Die optimale Wirkung von
Chlor und Chlorverbindungen liegt im sauren pH-Bereich. Bei oberflachenaktiven Stoffen ist
dagegen bei niedrigen pH-Werten mit Wirkungsverlust zu rechnen (THIEL, 1978).

Tabelle 5: pH-Abhangigkeit der wichtigsten Desinfektionswirkstoffe nach STEUER & SCHUBERT (2007)

Desinfektionsmittel optimaler pH-Bereich
Alkohole 2-10
amphotere Verbindungen 4-9
Chlor 2-7(9)*
Formaldehyd 2-10
Glutaraldehyd 2-10
Guanidine (6)*8-10
Jod 2-7(9)*
Peressigsaure 2-4(8)*
Phenole 2-4(9)*
guartare Verbindungen 4-9

* mit abnehmender Wirksamkeit bis maximal (x) wirksam
Relative Luftfeuchte und Luftgeschwindigkeit

Die relative Luftfeuchte und die Luftgeschwindigkeit beeinflussen das Abtrocknungsverhalten von
Oberflachen. Aus diesem Grund wirken diese Faktoren besonders bei Desinfektionsmitteln, die
Wasser zur Wirkung benétigen. So ist beispielsweise der Einfluss bei Phenolen und Aldehyden
hoch, bei anderen Wirkstoffgruppen wie Peressigsdure oder Wasserstoffperoxid gering (BOHM
& STRAUCH, 2002).

2.1.5.3 Anforderungen an Desinfektionsmittel
Folgende Anforderungen sind laut STEUER & SCHUBERT (2007) an ein Desinfektionsmittel zu

stellen:

o Das Mittel muss die gewtinschten Mikroorganismen abtdten oder irreversibel schadigen.

e Das Mittel muss wirtschatftlich sein.

o Das Mittel muss licht- und sauerstoffbestandig sein.

o Das Mittel darf sich beim Stehen (ber langere Zeit nicht zersetzen oder in seiner Wirkung
nachlassen.

e Das Mittel soll nach Mdglichkeit wenig geruchsintensiv. und wenig haut- und
schleimhautreizend sein.

e Das Mittel soll fir das Desinfektionsgut wenig aggressiv sein.

e Das Mittel soll benetzend sein, um auf Bakterien einwirken zu kdnnen.

e Das Mittel soll trotz rauer und poriger Oberflache von Gegenstanden in die Tiefe eindringen.

o Das Mittel soll keinen oder nur geringen Eiweil3fehler haben.

12
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o Das Mittel soll mdglichst einen geringen Seifenfehler haben, d.h., bei Kontakt mit Seife, z.B.
Uber einen verénderten pH-Wert, nicht unwirksam werden.

e Das Mittel soll keinen Temperaturfehler aufweisen.

¢ Das Mittel soll fur Anwender und Umwelt, in gewissen Grenzen ungiftig sein.

¢ Das Mittel soll biologisch abbaubar sein.
2.1.6 Chemische Desinfektionsmittel - Wirkstoffgruppen

2.1.6.1 Aldehyde

Aldehyde wirken als Reduktionsmittel. Uberragende Bedeutung kommt dem Formaldehyd zu,
einem stechend riechendem Gas, das als 37%ige wassrige Losung in den Verkehr kommt.
Formaldehydlosung wird als Grobdesinfektionsmittel mit bakterizider, tuberkulozider, sporozider,
fungizider und antiviraler Wirkung angewendet (MEHLHORN, 1979). Ein weiterer wichtiger
Vertreter der Aldehyde ist Glutaraldehyd. Glutaraldehyd ist eine o0lige Flissigkeit. In
Handelsdesinfektionsmitteln wird vor allem eine Kombination von Formaldehyd, Glutaraldehyd und
Glyoxal angewendet. Die Wirkung dieser Praparate ist an eine reaktive Aldehydgruppe gebunden,
die vor allem mit den Amino- und Amidgruppen der Zellproteine reagiert. Durch Bildung von
irreversiblen Methylbriicken werden Bestandteile der Zellwand zerstért, wodurch diese durchlassig
und das osmotische Gleichgewicht gestort wird. AuRerdem werden Zellenzyme inhibiert, so dass
der Zellstoffwechsel behindert wird. Besonders bei Viren binden sich Aldehyde auch an die
Nukleinsduren und inaktivieren diese. Da die Reaktionen der Aldehyde nicht nur mit Proteinen der
Mikroorganismen ablaufen, sondern mit allen Proteinen, verlieren die Aldehyde in Gegenwart von
EiweiRen einen Teil ihrer Wirkung. Glutaraldehyd ist jedoch auch bei sehr hohen Belastungen mit
organischem Material weiterhin wirksam. Aldehyde sind stark temperaturabhéngig. lhre Wirkung ist
unterhalb von 10°C stark beeintrachtigt und um 0°C komplett erloschen (BOHM & STRAUCH,
2002).

2.1.6.2 Alkohole

Alkohole fallen rasch die EiweiRe vegetativer Mikroorganismen, erheblich langsamer die
Nukleinstrukturen der Viren (Mindesteinwirkzeit 1h). Die optimale Wirkung wird in der
Konzentration 70-80% erreicht. Zu hohe oder zu niedrige Alkoholverdiinnungen sind wirkungslos.
Sporen werden nicht angegriffen (ARNDT, 1983). Alkohol wirkt besonders rasch keimtétend. Er
hat die Eigenschaft, schnell in Bakterien einzudringen, auch dort wo eine Fettschicht das
Eindringen anderer Mittel erschwert. Alkohole werden fir die Hande- und Hautdesinfektion 70%-ig
eingesetzt. Vor allem bei der Haut- und Handedesinfektion ist zu beachten, dass nicht sterilisierter
und nicht filtrierter Alkohol Sporen von Tetanus- und Gasbranderregern enthalten kann. Fur die
Flachen- und Geratedesinfektion sollen alkoholische Desinfektionsmittel nur verwendet werden,

wenn eine schnell wirkende Desinfektion notwendig ist oder die zu desinfizierenden Oberflachen
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fur andere Desinfektionsmittel ungeeignet sind. Dafur werden vorrangig wassrige
Gebrauchslésungen mit nicht mehr als 10% Alkohol verwendet. Es ist darauf zu achten, dass bei
der Anwendung auf grofReren Flachen sich aufsteigende Dampfe entziinden kénnen. Daher sind
MalRnahmen zum sekundaren Explosionsschutz zu treffen. AuRerdem dirfen nur Mittel mit einem
Flammpunkt von 24°C oder hoher verwendet werden (STEUER & SCHUBERT, 2007).

2.1.6.3 Chlor- und Chlorabspalter

Die antimikrobiellen Wirkungskomponenten dieser Substanzgruppe sind Chlor, Chlorwasserstoff,
unterchlorige S&ure und kurzzeitig auch Sauerstoff. Chlor, Chlorwasserstoff und Sauerstoff
verandern die Erregerzellmembranen durch Eiweil3denaturierung, wahrend die unterchlorige Séaure
diese direkt zerstort. Intrazellulare Effekte, in Form von Enzymblockaden werden durch Chlor und
unterchlorige Saure herbeigefihrt. Das Wirkungsoptimum der Chlorverbindungen liegt bei einer
Temperatur von Uber 15°C. Vor allem die Hypochlorite zeigen eine sehr starke
Temperaturabhéngigkeit in ihrer Wirkung. Sie zerfallen sehr leicht durch Hydrolyse und sind
deshalb vor Wasser und Luftfeuchtigkeit geschitzt sowie kihl aufzubewahren (SCHMEROLD,
(2010).

Chlor Chloramine Hypochlorite

wassriges Milieu

l | l

elernertares Chlor (Cl) ——  Chlorwasserstoff (HCI) urterchlorige Sauire (HOCH)

[ I

HCI 02  Hypochlorite
Wirksamket:
- HCl und 02 = oherfidachlich schwach oxidierend und eiweilidenaturierend
- Cl, HOCl und Hypochlorite = intrezelluldre Enzyrmblockade, ,verklebung™ von DNA-Ketten

Abbildung 4: Ausgangssubstanzen sowie zwischenzeitlich entstehende Verbindungen chlorabspaltender
Desinfektionsmittel (SCHMEROLD, 2010)

Der Gebrauch von Chlor und chlorabspaltenden Verbindungen als Desinfektionswirkstoffe ist
weniger im Krankenhausbereich, vielmehr in der Lebensmittelindustrie verbreitet. Bedingt durch
das stark korrosive Verhalten und die Empfindlichkeit gegenuber organischer Materie ist der

Einsatz in der Flachen- und Instrumentendesinfektion nahezu unmoglich (HAHN, 1981).

2.1.6.4 Jod und Jodverbindungen
Die Wirkungsweise von Jod und Jodverbindungen beruht hauptsachlich auf ihrem stark oxidativen

Potential. Es kommt zu einer empfindlichen Stérung der Ablaufe der Redox-Vorgange des
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Stoffwechsels der Zielorganismen, auf3erdem zu oxidativen Veranderungen molekularer Strukturen
(HAHN, 1981). Jod l6st sich gut in Alkohol und schlecht in Wasser. Zur Solubilisation in Wasser
werden so genannte Losungsvermittler verwendet. Mit diesen Losungsvermittlern lasst sich eine
Jodkonzentration im Wasser von bis zu 30% erreichen. Der wirksame Bestandteil ist bei allen
Losungen das freie Jod. Jodophore sind generell sauer eingestellt. Im alkalischen Bereich
entstehen das nicht mikrobiell wirksame Jodid und Jodat. Das Wirkspektrum ist sehr breit.
Jodophore sind schon nach kurzer Zeit gegen fast alle Bakterienarten wirksam. Die Effektivitat von
Jod wird in hohen Konzentrationen wenig durch organisches Material oder den pH-Wert
beeinflusst. In niedrigen Konzentrationsbereichen tritt ein starker Wirkungsverlust ein. Ferner ist zu
beachten, dass Jodophore nicht bei Temperaturen tUber 40°C angewendet werden dirfen. Ab
dieser Temperatur verdampft Jod. Dies hat einen Wirkungsverlust und Korrosionsgefahr zur Folge
(BOHM & STRAUCH, 2002).

2.1.6.5 Laugen

Die bakterizide, fungizide und virusinaktivierende Wirkung von Laugen beruht auf den OH-lonen,
welche besonders bei héheren Temperaturen die Saureamidbindung in der Mikrobenzellwand
hydrolytisch spalten konnen. Die schlechte Haut- und Materialvertraglichkeit schrankt die
praktische Verwendung von Laugen erheblich ein. Nicht nur Metalle wie Zink und Aluminium,
sondern auch Kunststoffe, besonders PVC und Polyester werden stark angegriffen (Eggensperger,
1973). Einsatzgebiet der Laugen ist die Grobdesinfektion von Oberflachen, das Anlegen von
Seuchenschutzstreifen oder -matten, Desinfektionswannen sowie die Tierkorperbeseitigung.
Natriumhydroxidlésung wird dabei am haufigsten verwendet. Entscheidend fur die desinfizierenden
Effekte des Natriumhydroxids ist der pH-Wert. Seine Wirksamkeit wird auch bei sinkenden
Temperaturen kaum beeinflusst. Der Zusatz von geeigneten Frostschutzmitteln unter Einhaltung
des noétigen pH-Wertes erbringt eine desinfizierende Wirkung bis -10°C. Das gute
Durchdringungsvermdgen der Natriumhydroxidldsung fuhrt zu einer guten Tiefenwirkung bei der
Desinfektion. Auch eiweil3- und fetthaltige Substanzen sowie Schmutzpartikel beeinflussen die
Wirksamkeit von Natriumhydroxid kaum (SCHMEROLD, 2010).

2.1.6.6 Phenolderivate

Phenol ist ein starkes Protoplasmagift, das nach Adsorption an die Zelloberflache rasch in die Zelle
eindringt und mit Proteinen und Zytoplasma reagiert. Phenole greifen die Zellwand an (STEUER
& SCHUBERT, 2007). Bereits 1865 wurde Phenol von LISTER als Desinfektionsmittel eingefihrt,
ist aber heute wegen geringer Wirksamkeit in nichttoxischen Gebrauchskonzentrationen nicht
mehr gebrauchlich. Deutlich wirksamer sind hingegen Phenolderivate. Zur Charakterisierung ihrer
antimikrobiellen Wirkungsstarke dient der Phenolkoeffizient. Dieser gibt an, wie viel starker ein
phenolhaltiges Desinfektionsmittel im Vergleich zu Phenol wirkt. Viren werden haufig nicht oder nur

durch erhdhte Wirkstoffkonzentrationen inaktiviert. Die Wirksamkeit der Phenolderivate nimmt mit
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der Lange der Seitenketten und der eingebauten Halogenatome zu. Die Molekile zeichnen sich
durch eine starke Eiweil3bindung aus. Mikroorganismen sterben ab, nachdem die lipophilen
Desinfektionsmittelmolekile in die Zellmembran eingedrungen sind und sie geschadigt haben.
Komplexbildner und geringe Tensidmengen fordern das Eindringen, wahrend ein
Seifentiberschuss und hartes Wasser die Wirkung behindern. Die Korrosivitat ist gering,
Anwendung finden daher h&aufig Kombinationen aus Phenolderivaten mit anderen Substanzen.
Phenolderivatpraparate verfligen meist Uber eine gute Tiefen-, Netz- und Reinigungswirkung mit
langer anhaltender Nachwirkung. Diese Persistenz geht leider haufig mit einer erschwerten
biologischen Abbaubarkeit einher, weshalb Phenolderivate rlckstandstoxikologisch und
umwelttechnisch bedenklich sind (STEIGER, 1986).

2.1.6.7 Quartéare Verbindungen

Die kationenaktiven, elektropositiv reagierenden quartaren Ammoniumverbindungen fuhren zu
einem kinetischen Ausgleich mit den elektronennegativen Ladungen von Proteinen. Wahrend
dieser Adsorptionsphase findet nur eine geringflgige Bakteriolyse statt. Wie andere
grenzflachenaktive Stoffe haften auch quartdre Ammoniumverbindungen zunéchst adsorptiv an
Bakterienoberflachen an. Danach reagieren sie mit den Lipiden der Zellwdnde und verandern
somit die Oberflachenstruktur der Mikroorganismen. In einem weiteren Schritt wird die
Permeabilitat der Zytoplasmamembran und damit deren Funktion aufgehoben. Die
Membranzerstérung wird als Hauptursache fur die antimikrobielle Wirksamkeit angesehen. Die
Wirksamkeit von quartaren Ammoniumverbindungen wird durch Art und Lange der um das
elektropositive Zentralatom gelagerten Alkyl- und Arylreste wesentlich beeinflusst. Im spéteren
Einwirkungsverlauf findet eine Zerstérung lebenswichtiger zellularer Enzyme und Eiweil3e durch in
der Zelle befindliche aktivierte autolytische Enzyme statt. Zu diesem Zeitpunkt reagieren die
guartaren Ammoniumverbindungen auch mit Nukleinsauren und bewirken deren Denaturierung
(EDELMEYER, 1982). Die Effektivitat wird von verschiedenen Faktoren beeinflusst. Organische
Substanzen setzen sie stark herab, auch die Anwesenheit von Seifen wirkt sich negativ aus.
Ebenso spielt der pH-Wert eine wichtige Rolle. Im sauren Milieu ist der desinfizierende Effekt
deutlich schlechter als im alkalischen, bei einem pH-Wert unter 3 fehlt er vollig. Die Wirksamkeit
erhoht sich mit steigender Temperatur. Hauptanwendungsbereich ist die Lebensmittelindustrie.
(BOHM & STRAUCH, 2002).

2.1.6.8 Sauerstoffabspalter

Sauerstoff bildet mit fast allen Elementen und Verbindungen unter Warmeentwicklung Oxide,
Sauren und Salze. Diese Oxidation verlauft besonders rasch und intensiv bei Anwesenheit
atomaren Sauerstoffs. Er vermag an fast allen Molekilen der Mikroorganismen anzugreifen und
sie irreversibel, bis zur Inaktivierung des Keimes zu verdndern. Hieraus resultiert ein duRerst

breites  Wirkspektrum  sauerstoffabspaltender Desinfektionsmittel gegentber Bakterien,
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Bakteriensporen, Viren und Pilzen. Wahrend des Zerfalls sauerstoffabspaltender Mittel missen
sich diese in unmittelbarer Nahe des Mikroorganismus befinden. Ansonsten reagiert das
abgespaltene Sauerstoffatom mit einem naherliegenden Partner. Hierauf griinden sich die hohen
Anforderungen an die Reinigung vor der Desinfektion mit Schaffung eines maoglichst niedrigen
Fremdeiweil3gehalt und die Korrosionsstabilitat der Materialien. In Folge der Reaktionsfreudigkeit
des Sauerstoffs wird die Desinfektionswirksamkeit kaum von der Temperatur beeinflusst
(STEIGER, 1986). Zu den wichtigsten Vertretern dieser Gruppe gehéren Wasserstoffperoxid und
Peressigsaure. Sie oxidieren durch atomaren Sauerstoff die Zellproteine und Nukleinsauren der
Mikroorganismen. Peressigsaure zerfallt in Essigsaure und Wasserstoffperoxid, wobei Letzeres
den atomaren Sauerstoff freisetzt (MULLER & SCHLENKER, 2011).

2.1.6.9 Sauren

Abgesehen von einigen Sonderféllen werden organische Sauren vor allem zu
Desinfektionszwecken eingesetzt. Hauptanwendungsgebiet der Stoffgruppe liegt allerdings bei der
Konservierung von Lebensmitteln und Kosmetika. Nur einige Vertreter werden als
Desinfektionsmittel verwenden, wie Phenylessig-, Ameisen-, Essig- oder Propionsaure. Sauren
wirken zum Teil durch Absenkung des pH-Wertes. Die Fahigkeit Protonen abzuspalten erklart nicht
vollstandig den Effekt, denn die meisten Desinfektionsmittel sind relativ schwache Sauren. Die
volle Wirksamkeit wird nur erreicht, wenn ein Grol3teil der Saure in undissoziierter Form vorliegt.
Es wird vermutet, dass die Sauren die Aufnahme von Substraten in die Zelle verhindern, die fur die
Zellen lebenswichtig sind. Sie bendétigen fir den intra- und interzellularen Stofftransport
substratabhangige Protonenpumpen. Fir eine gute Wirkung organischer Sauren mussen relativ
hohe Konzentrationen verwendet werden. Bei Eiweil3belastung sinkt die Wirksamkeit der Sauren
ab, was durch eine Verlangerung der Einwirkzeit oder eine Erhéhung der Konzentration
ausgeglichen werden kann. Vor allem Ameisensdure kommt als 2-4%-ige Losung zur
Flachendesinfektion zum Einsatz (BOHM & STRAUCH, 2002).

2.2  Wirksamkeitsprifung von Desinfektionsmittel gegen Viren

Die Prufung von Desinfektionsmitteln gegen Viren unterscheidet sich wesentlich von Prifungen
gegen andere Mikroorganismen, da fur den Nachweis von Viren jeweils lebende Zellen als
Indikatorsysteme erforderlich sind (RABENAU & SCHWEBKE, 2010). Die
Desinfektionsmittelpriifung erstreckt sich auf die Wirksamkeit, die Anwendbarkeit und die
Umweltvertraglichkeit. Die Prifung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln fur die Tierhaltung
und fir den Lebensmittelbereich erfolgt nach einer Richtlinie der Deutschen
Veterindrmedizinischen Gesellschaft e.V. (DVG). Nach einer Richtlinie der Deutschen
Landwirtschaftsgesellschaft e.V. (DLG) werden unter anderem Korrosivitat und Tiervertraglichkeit
getestet. Durch den Verbund fir angewandte Hygiene (VAH) erfolgt eine Testung von

Desinfektionsmitteln fir den Klinik- und Laborbereich (MULLER & SCHLENKER, 2011).
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Praxisnahe Methoden zur Prifung von Desinfektionsmitteln auf Wirksamkeit gegen Viren liegen in
Deutschland bisher fur Flachen- und Instrumentendesinfektionsmittel, zur Anwendung im Rahmen
des Infektionsschutzgesetzes sowie zur Flachendesinfektion fir den veterindrmedizinischen
Bereich vor. Europaische Normen fur praxisnahe Prufungen befinden sich noch in der Entwicklung
(RABENAU & SCHWEBKE, 2010).

2.2.1 Richtlinien der DVG

2.2.1.1 Entwicklung

1951 gegrindet, ist die Deutsche Veterindrmedizinische Gesellschaft (DVG) die wissenschaftliche
Gesellschaft der Veterindrmedizin. In relativ kurzer Zeit entwickelte sich die DVG zu einem hoch
angesehenen, einflussreichen und leistungsfahigen  Wissenschaftsverband, der alle
Fachrichtungen der veterinarmedizinischen Wissenschaft umfasste. lhr Zweck liegt in der
Forderung der tierarztlichen Wissenschaft, sowie darin, Forschungsergebnisse so aufzubereiten
und zu vermitteln, dass die in der beruflichen Praxis tatigen Tierarztinnen und Tierarzte sie fur sich

und ihre Patienten verwerten kdnnen.

Dem Ausschuss "Desinfektion in der Veterindrmedizin" der DVG ist 1970 die Aufgabe gestellt
worden, ein weitgehend standardisiertes Verfahren zur Prufung von Desinfektionsmitteln an
Mikroorganismen zu erarbeiten. Was Bakterien und Pilze angeht, konnte der Ausschuss bei der
Erarbeitung der eigenen Prifungsgrundlagen auf die Richtlinien der Deutschen Gesellschaft fir
Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) zurlckgreifen. Diese mussten den speziellen Erfordernissen
der Veterinarmedizin angepasst werden (BISPING & KIRPAL, 1973). 1974 hatte der
Fachausschuss der DVG die Richtlinien zur Prifung chemischer Desinfektionsmittel fir die
Veterinarmedizin erarbeitet, diese enthielten auch ein Prifungsschema fir Viruzidie. Die Methodik
der Prufung von viruziden Desinfektionsmitteln wurde und wird anhand der seitdem in

Viruzidiepriufungen gemachten Erfahrungen weiter ausgearbeitet und verbessert (MAHNEL 1983).

2.2.1.2 Prifmethoden

Die Basis fur verlassliche Aussagen zur Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln sind valide und
reproduzierbare Prifmethoden (Suspensionsversuche und Versuche unter praxisnahen
Bedingungen wie Keimtragerversuche) (ANON., 2010). Grundsatzlich kénnen
Wirksamkeitsprifungen von Desinfektionsmitteln in Laborversuchen wund in praktischen
Anwendungssituationen erfolgen. Bisher am weitesten verbreitet ist die Prifung in
aussagekraftigen Laborversuchen. Eine solche komplette Prifung setzt sich aus Vorversuchen
und Hauptversuchen zusammen. Die Vorversuche sind fir die Aussagen zu wirksamen
Einsatzkonzentrationen aufRerordentlich wichtig. Dazu gehért in der Viruzidieprifung nach DVG-
Richtlinien die Ermittlung der zytotoxisch wirksamen Konzentration der Produktlésung und die

Ausschaltung der Toxizitat. Zu den Hauptversuchen gehdren Suspensionstest und
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Keimtragerversuche als praxisnahe Laborversuche. Im Suspensionsversuch wird unter
standardisierten Bedingungen die Wechselwirkung zwischen Desinfektionsmittel und den
Prufkeimen, in Gegenwart von Desinfektionsmittelwirkung beeinflussenden Faktoren (z.B. Eiweil3)
erfasstt. Es wurden Uberwiegend die wirtschaftlich glnstigeren semiquantitativen
Suspensionsversuche (Endpunktmethode) durchgefinhrt. Auf Ergebnisse dieser
Suspensionsversuche sind nur fir einige Einsatzgebiete Anwendungsempfehlungen zu grinden,
fur die meisten Bereiche sind nur sehr begrenzte oder keine Praxisempfehlungen ableitbar.
Insbesondere flr Desinfektionsmittel, die im Tierhaltungsbereich eingesetzt werden sollen, ist der
Keimtragertest der wichtigste Wirksamkeitstest. Diverse Materialien werden, je nach
Anwendungsgebiet als Prifkérper herangezogen. Fur den Lebensmittelbereich und die Validierung
von Desinfektionsmitteln fir die tierarztliche Praxis sind Keimtrager aus Edelstahl angedacht, fur
den Bereich Tierhaltung ist Holz die limitierende Oberflaiche. Die Beurteilung der
Desinfektionsmittelpriifung kann quantitativ und semiquantitativ erfolgen. Bei geeigneter Auswabhl
der Keimtrager und Prifbedingungen sind, unabhangig von der Wahl der Auswertung aus den
Keimtragerversuchen verifizierbare Anwendungsempfehlungen abzuleiten (BOHM, 2011). Die
Einfihrung von standardisierten Keimtragerversuchen fuhrte zu Erprobung einer Vielzahl von
Materialien als mogliche Keimtrager (REUSS, 1957), (HOLZ, 1958), (KIRCHHOFF, 1975),
(STELLMACHER & SCHWEBS, 1970), (KUWERT & THRAENHART, 1977). Zu den erprobten
Materialien gehdrten Agar, Glas, Glaspapier, Kanilen, Kunststoff, Metall, Papier, Seidenfaden,
Streichhdlzer und fester Zellstoff. Heute werden Verbandsmull, Holz und Stahl fur die
Keimtragerversuche nach DVG-Richtlinie verwendet.

2.2.2 Europdaische Normen

1989 begannen auf europdischer Ebene die Arbeiten zur Normierung der
Desinfektionsmittelpriifung, die bis heute andauern (BOHM, 2011). Die Gremien des Europaischen
Komitee fur Normung (CEN) sind hierarchisch aufgebaut. Das Technische Komitee (TC) ist das
oberste Gremium auf fachlicher Ebene. Die Erarbeitung der Normen findet in Arbeitsgruppen statt.
Beim CEN TC 216 sind drei Arbeitsgruppen (WG 1 - WG 3) angesiedelt, diese beschaftigen sich
mit Normungsvorhaben fir den humanmedizinischen (WG 1), veterinarmedizinischen (WG 2) und
Lebensmittel- sowie institutionellen Bereich (WG 3). Die Europaischen Normen fur chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika gliedern sich in Basisteste (Phase 1), quantitative
Suspensionsteste (Phase 2, Stufe 1), praxisnahe Teste (Phase 2, Stufe 2) und Feldstudien (Phase
3). Im Jahr 2006 wurde fur die Viruzidieprifung im Bereich Veterinarmedizin die Norm EN 14675
"Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika — Quantitativer Suspensionsversuch zur
Bestimmung der viruziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika fir den
Veterinarbereich - Prifverfahren und Anforderungen (Phase 2/Stufe 1)" vertffentlicht. Im

Gegensatz zu den nationalen Prifvorschriften der DVG wird nur ein Testvirus zur Priifung
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herangezogen. Es handelt sich hierbei um das bovine Enterovirus Typ 1 (ECBO-Virus), welches
ebenfalls im Rahmen der Viruzidieprufung fir die Tierhaltung nach DVG-Richtlinien verwendet wird
(ANON., 2005b). Zur Bewertung der Wirksamkeit eines Desinfektionsmittels nach verschiedenen
Europaischen Normen sind Mindestanforderungen an die Keimzahlreduktion gesetzt. Diese
werden als Reduktionsfaktor angegeben (siehe Tabelle 6). Der Reduktionsfaktor ist ein
logarithmischer Ausdruck der Keimzahlreduktion.

Berechnung nach der Formel:

RF = 10910(RKZ}120) - 10910(RKZpw)

RF Reduktionsfaktor
RKZu20 Restkeimzahlreduktion nach Versuch mit Wasser
RKZpm Restkeimzahlreduktion nach Versuch mit Desinfektionsmittel

Ein Reduktionsfaktor von vier entspricht einer Keimzahlreduktion um vier logarithmische Stufen
oder vier Zehnerpotenzen oder 99,99% (GABRIEL & BRILL, 2011).

Tabelle 6: Prifung chemischer Desinfektionsmittel im Veterinarbereich nach GABRIEL & BRILL (2011)

Norm Auslobung Reduktionsfaktor [Ilg] Anzahl
Wiederholungsprifungen

EN 1656 Bakterizidie 25,0 6

EN 1657 Fungizidie 24,0 1

EN 14349 Bakterizidie 24.0 1

EN 14204 Mykobakterizidie 24,0 1

EN 14675 Viruzidie 240 1

Die Europaischen Normen flieBen unmittelbar in die Arbeit des Ausschuss "Desinfektion in der
Veterinarmedizin" der DVG ein. Das hat den Vorteil, dass hinsichtlich der Wertung der Ergebnisse
unter statistischen Aspekten auf die Erkenntnisse und Daten aus Ringversuchen von EU-
finanzierten wissenschaftlichen Begleituntersuchungen zuriickgegriffen werden kann. Allerdings ist
der Ansatz der DVG-Richtlinien weitgehender und verbindlicher als der der DIN EN-Normen. Die
Erfullung der obligatorischen Prifbedingungen gemalf den Européischen Normen legen die neuen
DVG-Richtlinien zwar als Grundvorrausetzung fest, geben aber Uber die Wahl praxisnaher
Prifbedingungen vergleichende Daten an die Hand. So erfahrt der Anwender geprifter und
gelisteter Préaparate wie welches Desinfektionsmittel in welcher Anwendungssituation effektiv
eingesetzt werden kann. Damit werden auch in Zukunft die statistisch abgesicherten, von einem
Expertengremium gepriften Desinfektionsmittellisten der DVG ihre grofRe Praxisrelevanz behalten

(BOHM, 2011).
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2.2.3 Weitere Richtlinien

2.2.3.1 DGHM und VAH

Von der Deutschen Gesellschaft flr Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) wurde gemaf Beschluss
der Mitgliederversammlung wahrend einer Tagung in Bad Kissingen 1955 ein Ausschuss mit der
Aufgabe betraut, Richtlinien fir die Prifung chemischer Desinfektionsmittel auszuarbeiten, um zu
einer einheitlichen Priafmethodik zu gelangen. Die Richtlinien fur die Prifung chemischer
Desinfektionsmittel sollten zunachst nur auf einem beschrankten Gebiet der Desinfektion
einheitliche Aussagen ermobglichen. Es war beabsichtigt die Richtlinien den neu gewonnenen,
methodischen Erkenntnissen laufend anzupassen (KLIEWE et al., 1958). Die Richtlinie umfasste
neben den allgemeinen Richtlinien die Methoden zur Prifung von Desinfektionsmitteln mit der
Bestimmung der bakteriostatischen Wirkung im Verdinnungstest und der bakteriziden, fungiziden
und sporoziden Wirkung im Suspensionstest. AuRerdem wurde der Eiweil3fehler bestimmt und die
bakterizide Wirkung im Keimtragerversuch. 1959 wurde die erste Desinfektionsmittelliste der nach
den Richtlinien fir die Prifung chemischer Desinfektionsmittel der DGHM gepriiften Verfahren
veroffentlicht. Im Januar 2006 wurde die bis dahin gultige Desinfektionsmittelliste der DGHM durch
die nun gultige Liste des Verbundes flr Angewandte Hygiene abgeldst (STEUER & SCHUBERT,
2007). Der Verbund fur Angewandte Hygiene (VAH) wurde 2003 gegriindet um eine Blndelung
der Krafte auf dem Gebiet der Hygiene zu erreichen und den Herausforderungen auf nationaler
und internationaler Ebene besser begegnen zu kénnen. Die Weiterentwicklung der Verfahren

geschah und geschieht bis heute auf einem auch im internationalen Vergleich hohem Niveau.

2.2.3.2DLG

Bereits 1950 flihrte die DLG ein Gltezeichen fir Reinigungs- und Desinfektionsmittel zur
Anwendung in der Milchwirtschaft ein. Es wird Mitteln verliehen, welche den in den einschlagigen
Prifungsrichtlinien festgelegten Mindestanforderungen gentigen. Die Priifungen der DLG gehen
Uber den Prifrahmen der DVG insofern hinaus, als das sie anwendungstechnische
Gesichtspunkte wie Materialvertraglichkeit und Schaumverhalten beriicksichtigen (BOHM
& STRAUCH, 2002). Auch wenn die Wirksamkeitspriifung fir den Anwender die wichtigsten
Eigenschaften eines Desinfektionsmittels beschreibt, sind doch auch andere Eigenschaften bei der
Anwendung wichtig. Von Beginn an arbeitete die DVG daher mit der DLG zusammen. Die Prifung
von anwendungstechnischen Eigenschaften kann unter Laborbedingungen oder in praktischen
Versuchen erfolgen. Die einzige hierfir kodifizierte Richtlinie ist die der DLG, die die Grundlage der
Vergabe eines entsprechenden Giutezeichens ist. Die DVG- und DLG-Prifung ergénzen sich
gegenseitig. In der jeweiligen aktuellen Desinfektionsmittelliste der DVG sind die Mittel, die die
Prifung der DLG bestanden haben besonders gekennzeichnet. Der Anwender hat so die
Mdglichkeit sich umfassend Uber die Eigenschaften der betreffenden Desinfektionsmittel zu

informieren (BOHM, 2011).
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2.3 Prifviren

Viren, Bakterien und Parasiten gelten als bedeutende Krankheitserreger bei Mensch und Tier. Zur
Absicherung der viruziden Eigenschaften eines Desinfektionsmittels dienen etablierte
Prufverfahren. Angesichts der Vielzahl bekannter viraler Krankheitserreger bzw. auch aus
methodischen Grinden (z.B. fehlende Kultivierbarkeit) ist es nicht mdglich, die Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln gegen alle einzelnen Viren direkt zu prifen (ANON., 2004b). Die zur
Desinfektionsmittelpriifung verwendeten Testorganismen beeinflussen die viruzide Wirksamkeit
von Desinfektionsmitteln entscheidend. Um die entsprechende Viruswirksamkeit zu bestimmen,
finden europaweit verschiedene Virusarten als Prifviren Anwendung. Nicht nur die Tenazitat,
sondern auch Parameter wie die Vermehrbarkeit der Viren in permanenten Zellkulturen, die Hohen
der hierbei erreichten Virustiter und die Auspragung des cytopathischen Effekts (cpE) sowie das
Gefahrdungspotential fir Mensch und Tier bei akzidentieller Exposition entscheiden tber die Wahl
eines Virus als Testvirus (AL-KHLEIF et al., 2009). Die Pruforganismen der DVG sind mit
entsprechenden biologischen Eigenschaften und in ihrer Resistenz so gewahlt, dass sie die fir die
jeweilige Anwendung relevanten Keime mit abdecken. Momentan werden folgende Viren in der
Desinfektionsmittelpriifung nach DVG-Richtlinien verwendet (TRUYEN, 2011a)

Tabelle 7: Testviren nach DVG-Richtlinien fur Tierhaltung nach TRUYEN (2011a)

Eigenschaft Virus Kultursystem

Behiillt Newcastle-Disease-Virus, Vermehrung in embryonierten Hilhnereiern;
Stamm Montana Nachweissystem: primare

Huhnerembryozellkulturen

Behillt Vakziniavirus, Stamm Vermehrung in Verozellen, Nachweissystem: Vero-
Elstree Zellkulturen

Unbehdillt Reovirus Typ 1, Stamm Vermehrung in Verozellen, Nachweissystem: Vero-
Lang Zellkulturen

Unbehllt ECBO-Virus (bovines Vermehrung in subkultivierten Madin-Darby-
Enterovirus Typ 1), Stamm Bovine-Kidney (MDBK) - Kulturen,
LCR4 Nachweissystem: MDBK-Zellkulturen

2.31 Bovines Virusdiarrhoe-Virus

2.3.1.1 Taxonomie und Morphologie

Bovine Virusdiarrhoe-Viren (BVDV) mit den antigenetisch unterschiedlichen Spezies 1 und 2
gehdren zusammen mit dem Border Disease Virus und dem Virus der Klassischen Schweinepest
zur Gattung Pestivirus, der Familie Flaviviridae. Beide BVDV Spezies kommen als zytopathogene
und nicht zytopathogene Stamme vor. Die Unterscheidung bezieht sich auf ihr Verhalten in der
Zellkultur.

Das Genom der Flaviviridae besteht aus einer linearen ss-RNA, positiver Polaritdt. Es handelt sich

um spharische Partikel mit einer Virushulle und einem Durchmesser von 40-60nm. Die Replikation
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erfolgt im Zytoplasma in Assoziation mit den Membranen und zytoplasmatischen Vesikeln.
Vertreter der Familie der Flaviviridae sind das Genus Flavivirus, Pestivirus und Hepacivirus. Die
entsprechenden Spezies werden in der nachfolgenden Tabelle aufgefihrt (LIESS et al., 2010):

Tabelle 8: Vertreter der Familie Flaviviridae nach LIESS et al. (2010)

Flavivirus Pestivirus Hepacivirus
Gelbfieber Virus Klassische Schweinepest Virus Hepatitis-C Virus
Frihsommer- Bovines Virusdiarrhoe-Virus 1

Meningoenzephalitis Virus

Dengue Virus Bovines Virusdiarrhoe-Virus 2

Japanisches Enzephalitis Border-Disease-Virus

Virus

Rio-Bravo Virus Giraffen Pestivirus

2.3.1.2 Epidemiologie

BVDV ist weltweit verbreitet mit hoher Pravalenz und relativ niedriger Morbiditat. Neben Rindern
kénnen sich auch andere Paarhufer (Schafe, Ziegen, Wildwiederkduer, Schweine) infizieren. Alle
Altersgruppen sind empfanglich (WEGMULLER, 2006). Die Ubertragung kann horizontal oder
vertikal erfolgen. Das Virus wird Uber Kot, Speichel und andere Kdrpersekrete ausgeschieden und
meist oronasal aufgenommen. Eine Verbreitung kann auch tGber den Samen (tiefgefroren ebenfalls
moglich) infizierter Bullen erfolgen. Vertikal erfolgt die Ubertragung diaplazentar (KAADEN
& MAYR, 2006). Die weltweite Verbreitung und der hohe Durchseuchungsgrad des BVDV basiert
auf der Kombination von zwei bekannten Strategien. Zum einem kommt BVDV als transiente
Infektion vor, welche symptomlos ablauft. Die Tiere entwickeln daraufhin Antikorper, welche sie vor
einer BVDV-Erkrankung schiitzen. Zum anderen kommt es als persistente Infektion vor. Das Virus
umgeht das Immunsystem des Wirts vollstandig, indem es ihn vor Erreichen der Immunkompetenz
infiziert. Dabei schadigt das BVDV den Fetus nicht in einer Weise, welche seine Entwicklung
behindern wirde. Der Wirt entwickelt eine Immuntoleranz gegeniber dem Virus. Das
Immunsystem betrachtet das Virus als Teil des eigenen Korpers. Es entstehen sogenannte
Persistent Infizierte (PI) Tiere. Diese PI-Tiere nehmen bei der Verbreitung von BVDV eine
Schlisselstellung ein, da sie das Virus ein Leben lang in allen Sekreten und Exkreten (Speichel,
Nasensekrete, Urin, Sperma) in hoher Konzentration ausscheiden. Sie selbst bilden gegen das
Virus keine nachweisbaren Antikorper, sind also immuntolerant. Ein Grof3teil der PI-Tiere ist
klinisch unauffallig und nur durch Labortests ausfindig zu machen (WEGMULLER, 2006).
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Abbildung 5: BVDV Infektion (WEGMULLER, 2006)

2.3.1.3 Tenazitat

Flaviviren haben im Allgemeinen eine geringe Tenazitat und sind durch Desinfektions- und
Lipidlésungsmittel leicht zu inaktivieren (LIESS et al., 2010). BVDV im Speziellen ist gegeniber
auReren Einflissen labil und verliert seine Infektidsitat bei 37°C innerhalb von vier Tagen, bei 56°C
bereits nach 45min (WEGMULLER, 2006).

2.3.2 Equines Arteritis-Virus

2.3.2.1 Taxonomie und Morphologie

Das Equine Arteritis-Virus (EAV) gehdrt zum Genus Arterivirus innerhalb der Familie Arteriviridae.
Serologisch verhalt sich das Virus einheitlich, es ist jedoch genetisch variabel (LIESS et al., 2010).
Die Isolate variieren in ihrer Virulenz. Von den zahlreichen existierenden Virusstammen besitzen
viele eine abortogene Potenz. Bisher wurde nur ein Serotyp isoliert (ROVID SPICKLER, 2009). Es

sind zwei verschiedene Biotypen bekannt, der Europaische und der Amerikanische (THEIN, 2007).

Arteriviren sind spharisch, behullte Viruspartikel mit einem Durchmesser von 45-60nm. Das Virus
besteht aus einem isometrischen Nukleokapsid. Das Virusgenom ist eine lineare, 13kbp grof3e,
einzelstrangige RNA positiver Polaritat. Arteriviren dringen durch Endozytose in empfangliche
Zellen ein und vermehren sich dort im Zytoplasma. Sie verflugen Uber ein beschranktes

Wirtsspektrum. Zu dem Genus Arterivirus gehéren folgende Spezies ( LIESS et al., 2010):

e Equines Arteritis-Virus
e Laktatdehydrogenase - Elevating Virus
e Porzines reproduktives und respiratorisches Syndrom Virus

e Simian Haemorrhagic Fever Virus

2.3.2.2 Epidemiologie
Die Equine Virale Arteritis ist eine Viruserkrankung der Pferde, Esel und Zebras und tritt in vielen

Landern, vor allem in Europa und den USA auf. Die Ubertragung von EAV erfolgt durch direkten
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Kontakt mit akut infizierten Tieren vor allem tGber Aerosole und Sekrete des Atmungstraktes. Eine
Verbreitung des Virus tber Tranenflissigkeit, Blut, Urin und Kot ist ebenfalls méglich. Bei einem
EAV-induzierten Abort stellt das stark viruslastige Abortmaterial eine wichtige Infektionsquelle dar.
Ein weiterer bedeutender Ubertragungsweg ist die venerische Verbreitung des Virus. Wahrend der
akuten Infektion scheiden Stuten Uber das Vaginalsekret EAV aus. Bei infizierten Hengsten
persistiert das Virus lber lange Zeitraume in den akzessorischen Geschlechtsdriisen (Prostata,
Samenblase) und wird in die Samenflussigkeit abgegeben (KONIG, 2010). Dies ist
testosteronabhangig, weshalb das Virus nach Kastration nicht mehr nachweisbar ist (YILMAZ et al.,
2011). Bei Wallachen und Stuten kommt die Virusausscheidung nach Abklingen der akuten
Erkrankung zum Erliegen. Es werden jedoch 30-40 % der EAV-positiven Hengste zu chronischen
Ausscheidern, wobei Kurzzeit- (2-5 Wochen), Intermediar- (3-8 Monate) und Langzeitausscheider
(Jahre bis lebenslang) unterschieden werden. Diese Hengste bilden das naturliche Virusreservoir
und spielen eine bedeutende Rolle bei der Virusausbreitung (KONIG, 2010). In frisch infizierten
Bestdnden betragt die Seuchendauer 4-6 Wochen, weniger virulente Feldstamme verlangern den
Seuchenverlauf. Die Ausbreitungstendenz ist jedoch allgemein als sehr gering einzustufen
(KAADEN & MAYR, 2006).

2.3.2.3 Tenazitat

Arteriviridae besitzen bei Temperaturen von 37°C und Trockenheit eine geringe Tenazitat. Bei
Raumtemperatur hingegen kénnen sie bis zu einer Woche persistieren, bei Temperaturen unter
dem Gefrierpunkt deutlich langer. Das hierfiir nétige pH-Optimum liegt zwischen 6,5 und 7,5
(REINER, 2008). Eine sichere Inaktivierung findet bei 56°C und 30min Einwirkzeit statt. Arteriviren
sind gegenulber Lipidldsungsmitteln labil (THEIN, 2007).

2.3.3 Felines Coronavirus

2.3.3.1 Taxonomie und Morphologie

Das Feline Coronavirus (FCoV) gehort zur Familie der Coronaviridae, diese umfasst zwei
Unterfamilien: Coronavirinae und Torovirinae. Innerhalb der Unterfamilie Coronavirinae wird in drei
Genera unterschieden Alpha-, Beta- und Gammacoronavirus, wobei FCoV zu den
Alphacoronaviren z&hlt (siehe Tabelle 9). Coronaviren infizieren insbesondere Epithelzellen des
Respirations- und/ oder Gastrointestinaltraktes sowie Makrophagen. Sie besitzen eine lineare
einzelstrangige RNA mit einer Grol3e von 27-31kbp und damit das grofl3te bei RNA-Viren bekannte
Genom. Die Virionen sind behillt und von sphérischer Form, mit einem Durchmesser von 120-
160nm. Die Virushille besteht aus einer zellularen Lipidmembran mit drei oder vier integrierten
Strukturproteinen. Die Replikation von Coronaviren findet in Zytoplasma an modifizierten
intrazellularen Membranen statt. Die Infektion der Zielzellen erfolgt durch rezeptorvermittelte

Endozytose und pH-abhangige Fusion der Virushille mit intrazellularen Membranen (KAADEN
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& MAYR, 2006). Coronaviren haben ein begrenztes Wirtsspektrum. Unter naturlichen
Infektionsbedingungen infizieren sie nur ihren natirlichen Wirt oder eine sehr eng verwandte Art
(MULLER, 2010).

Bei der Katze werden zwei Typen von Coronaviren unterschieden: das Feline enterale Coronavirus
(FECV) und das Feline infektidse Peritonitis Virus (FIPV). Es handelt sich hierbei um Biotypen.
Nach der momentanen Theorie entsteht das virulente FIPV durch Mutation aus dem schwach
virulenten FECV und I6st in Folge eine Feline infektibse Peritonitis (FIP) aus (KAADEN & MAYR,
2006).

Tabelle 9: Nomenklatur der Virusfamilie Coronaviridae nach KAADEN & MAYR (2006)

Unterfamilie  Genus Spezies Erkrankung
Coronavirinae  Alpha- Canines Coronavirus Gastroenteritis
coronavirus  Felines Coronavirus Feline infektidose Peritonitis (FIP),
Enteritis
Virus der transmissiblen transmissible Gastroenteritis
Gastroenteritis
Porzines respiratorisches respiratorische Symptome
Coronavirus
Virus der porzinen epidemische Virusdiarrhoe
epidemischen Diarrhoe
Humanes Coronavirus respiratorische Erkrankungen
229E
Enterales Coronavirus der Enteritis
Frettchen
Beta- Bovines Coronavirus respiratorische Symptome, Enteritis
coronavirus = Porzines Kimmern und Erbrechen der Ferkel

hamagglutinierendes
Enzephalomyelitisvirus

Canines respiratorisches Zwingerhusten-komplex
Coronavirus
Equines Coronavirus Enteritis
Humanes Coronavirus respiratorische Symptome
0OC34
Humanes enterales Enteritis
Coronavirus
Murines Hepatitisvirus Hepatitis, Enzephalitis, Enteritis,
respiratorische Symptome
Ratten-Coronavirus respiratorische Symptome
Severe acute respiratory Pneumonie, Diarrhoe
syndrom Coronavirus
Gamma- Infektiése Bronchitis-Virus respiratorische Symptome, Enteritis
coronavirus Fasanen-Coronavirus respiratorische Symptome, Enteritis
Truthahn-Coronavirus Enteritis bei Puten
Torovirinae Torovirus Bovines Torovirus Diarrhoe, respiratorische Symptome
Humanes Torovirus Gastroenteritis
Porzines Torovirus Gastroenteritis
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2.3.3.2 Epidemiologie

FCoV kommt weltweit bei Hauskatzen vor, eine Verbreitung innerhalb von Wildkatzen wird
angenommen (ADDIE et al., 2009). Circa 80-90% aller Hauskatzen in Mehrkatzenhaushalten und
10-50% in Einzelkatzenhaushalten sind seropositiv fir FCoV. Diese hohe Prévalenz beruht auf der
Infektion mit dem avirulenten, enteralen Biotyp FECV, die in der Regel nur zu leichten
Durchfallerkrankungen fihrt oder inapparent bleibt (BANK et al., 2006). Insbesondere in
Mehrkatzenhaushalten und Zuchten kommen seropositive Tiere vor. Demgegeniber ist die
Pravalenz bei einzeln gehaltenen Tieren deutlich geringer. Eine von neun mit FCoV infizierten
Katzen entwickelt eine tddlich verlaufende FIP. Einige Rassen (z.B. Bengalen) und Linien sind
anfalliger eine FIP zu entwickeln als andere, auch das Alter der Tiere spielt hierbei eine Rolle. 70%
der erkrankten Tiere sind jlunger als ein Jahr. Stress, vor allem in groReren Katzenhaltungen, ist
ein weiterer entscheidender Risikofaktor. Gewdhnlich infizieren sich die Tiere im Alter von wenigen
Wochen nach Verlust der maternalen Immunitat (ADDIE et al., 2009). Die Infektion wird durch
direkten Kontakt sowie durch Trdpfchen effizient Ubertragen (LIESS et al., 2010). Wahrscheinlich
ist der Faeces von symptomfreien Virustragern die Hauptansteckungsquelle, da im Speichel von
klinisch gesunden Tieren kaum Virusmaterial gefunden wurde, scheint eine Ansteckung uber
gemeinsame Nutzung von Futterndpfen unwahrscheinlich. Die transplazentare Ubertragung bei
einer Infektion des Muttertieres wéhrend der Gestation wurde beschrieben. Ist aber dufRerst selten.
Die Virusausscheidung mit dem Kot beginnt ca. eine Woche nach Infektion und setzt sich fir
Wochen oder Monate fort. Manche Tiere werden zum Dauerausscheider (ADDIE et al., 2009).

2.3.3.3 Tenazitat

Coronaviren  besitzen eine geringe Tenazitdt gegenidber Umwelteinflissen  und
Desinfektionsmitteln. Warme und UV-Strahlung fiihren zu einer raschen Inaktivierung. Bei
Raumtemperatur kann das Virus bis zu einer Woche persistieren. In Gefrierpunktnéhe vermag es
seine Infektigsitat bis zu einem Monat zu erhalten. Fast alle Desinfektionsmittel inaktivieren
Coronaviren ausreichend. Die Empfindlichkeit gegenuber Lipidldsungsmitteln ermgglicht auch den

Phenolderivaten in hoheren Konzentrationen eine Wirksamkeit (STEIGER, 1986).
2.3.4 Murines Parvovirus

2.3.4.1 Taxonomie und Morphologie

Das Murine Parvovirus (MPV) gehért zur groRen Familie der Parvoviridae. Parvoviridae zahlen mit
einem Genom von etwa 5000 Nukleotiden Lange zu den kleinsten veterindrmedizinisch relevanten
Viren. Das Genom liegt als Einzelstrang DNA vor. Um im ersten Replikationsschritt den viralen
Einzelstrang zu einem Doppelstrang aufzufillen wird eine zellulare DNA-Polymerase bendtigt.
Diese wird ausschlieBlich wahrend der Mitosephase von der Zielzelle exprimiert. Hieraus ergibt

sich die Abhangigkeit von mitotischem Gewebe als wesentliche biologische Eigenschaft der Viren.
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Neben der Abhangigkeit der Virusreplikation vom Zellzyklus ist die hohe physikalische Stabilitat
dieser Viren bemerkenswert (KAADEN & MAYR, 2006). Es handelt sich bei Parvoviren um
unbehtllte Partikel mit einem Durchmesser von 18-26nm und einem ikosaederformigen Kapsid
(WRZESINSKI, 2002).

Die Familie der Parvoviridae gliedert sich in zwei Unterfamilien. Die Parvoviren der Vertebraten
werden in der Unterfamilie der Parvovirinae zusammengefasst, die Parvoviren der Insekten in der
Unterfamilie der Densoviridae. Die fir die Veterindrmedizin relevante Unterfamilie der Parvovirinae
wird in die Genera Parvovirus, Amdovirus, Bocavirus, Erythrovirus und Dependovirus unterteilt.
Zum Genus der Parvoviren gehoren die felinen Parvoviren, die das feline Panleukopenievirus, das
canine Parvovirus und das Nerzenteritisvirus umfassen, sowie das porzine Parvovirus und eine
Vielzahl an Nagerparvoviren, wie das Murine Parvovirus (KAADEN & MAYR, 2006). Es gibt zwei
relevante Biotypen des murinen Parvovirus das Minute Virus of Mice (MVM) und das Mouse
Parvovirus Typ 1-3 (MPV). Sowohl MVM, als auch MPV sind wichtige Erreger fur die Forschung.
Beide sind haufig genutzte und vorkommende Infektionserreger in Labormausekolonien, grofl3e
Teile ihrer DNA sind bereits erforscht. (BESSELSEN et al., 2006).

2.3.4.2 Epidemiologie

Parvoviren werden durch direkten oder indirekt durch Kontakt mit viruskontaminertem Material
Ubertragen (MODROW et al., 2010). Ausgeschieden werden die Viren dber Urin, Kot und
oronasale Sekrete (ANON., 2009a). Als haufige Ubertragungsquelle gelten auch Menschen, die
mit Schuhwerk oder Kleidung Virusmaterial in Bestande eintragen kdnnen. Diese indirekte
Verschleppung wird durch die hohe Stabilitdt des Virus unterstiitzt. So kdnnen sie monatelang in
getrocknetem Kot infektios bleiben. Diese Eigenschaft scheint auch fur die weltweite Verbreitung
der Parvoviren ursachlich zu sein (MODROW et al.,, 2010). Das Mouse Parvovirus ist der am
haufigsten vorkommende MPV-Biotyp in Mausekolonien, mit einer in der Regel hohen Pravalenz in
infizierten Bestanden (FILIPOVSKA-NAUMOVSKA et al., 2010). Typischerweise verlauft die
naturliche Infektion asymptomatisch und apathogen, auch bei neugeborenen und
immunsuppremierten Mausen. Bei immunkompetenten Tieren vermehrt sich das Virus in
Bauchspeicheldrise, Dinndarm, lymphatischen Organen sowie der Leber und kann flr mehrere
Wochen dort persistieren. MPV ist unter Labormausen sehr weit verbreitet. Bei der Interpretation
von mikrobiologischen Statistiken von Labortieren, muss daher bedacht vorgegangen werden.
Eine Infektion ist nicht gleichzusetzten mit einer Erkrankung. Tiere die trotz Infektion normal und
gesund erscheinen, kdnnen fir Forschungsprojekte problematisch sein. Lokale oder systemische
Effekte, die die Viren hervorrufen, kénnen die Mause fir die Forschung unbrauchbar machen
(BAKER, 1998).
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2.3.4.3 Tenazitat

Parvoviren verfiigen (dber eine aufRerordentlich hohe Widerstandsfahigkeit gegentber
Desinfektionsmitteln, in etwa vergleichbar mit Enteroviren und deutlich hdher als Caliciviren.
Parvoviren gehoren damit zu den schwer desinfizierbaren Krankheitserregern. Alkalien vermégen
sie erst in hohen Konzentrationen zu inaktivieren (STEIGER, 1986). Bei Trockenheit stellen hohe
Temperaturen fir Parvoviren kein Problem dar. Bei feuchter Umgebung und einer Temperatur von
80°C erfolgt eine Inaktivierung der Viren nach 10 Minuten (ETERPI et al., 2009). Auf
kontaminierten Oberflachen und in Abprodukten kénnen die Viren Uber viele Monate ihre
Infektidsitat behalten (STEIGER, 1986). Um murine Parvoviren effektiv zu bekéampfen, muss eine
aggressive  chemische Behandlung mit Detergenzien und  sauerstoffabspaltenden
Desinfektionsmitteln erfolgen. Auf3erdem sollten Materialien, die mit dem Virus in Kontakt
gekommen sind, autoklaviert oder sterilisiert werden. Eine Inaktivierung erfolgt nach zwei Stunden
bei 80°C oder bei 40°C nach 60 Tagen. MPV st resistent gegentiber Trockenheit, Chloroform,
Ether und Ethanol. PH-Werte zwischen 2 und 11 beeinflussen die Infektidsitat von Parvoviren nicht
(ANON., 2009a).

2.3.5 Newcastle-Disease-Virus

2.3.5.1 Taxonomie und Morphologie

Das Newcastle-Disease-Virus (NDV), auch als avidres Paramyxovirus 1 bezeichnet, gehort zur
Familie der Paramyxoviridae. Die Paramyxoviridae werden in zwei Subfamilien mit sieben Genera
unterteilt (siehe Tabelle 10). Das NDV gehdrt zum Genus Avulavirus der Subfamilie
Paramyxovirinae (KAADEN & MAYR, 2006). Die Paramyxovirinae sind pleomorphe, teils
spharische Viruspartikel, die bei Degradation filamentdse Formen bilden. Das Genom ist eine
einzelstrangige, lineare RNA, mit negativer Polaritit. Es sind behillte Viren mit einem
Durchmesser von 150-200nm. Auf der Oberflache befinden sich spikeférmige Projektionen, im
Inneren ein Nukleokapsid mit helikaler Symmetrie. Die Virusreplikation erfolgt im Zytoplasma, die
Reifung durch Knospung an der zellularen Plasmamembran (LIESS et al., 2010). Es existiert eine
betrachtliche Variation innerhalb von NDV-Stdammen und -Isolaten. Die verschiedenen Stamme
weisen deutliche Virulenzunterschiede auf. Sie werden nach Erkrankungsbild in drei Pathotypen
eingeteilt (ANON., 2009b):

e lentogen - milde Verlaufsform - sehr weite Verbreitung
e mesogen - moderate Verlaufsform

e velogen - schwere Verlaufsform
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Tabelle 10: Subfamilien, Genera und Spezies der Paramyxoviridae nach KAADEN & MAYR (2006)

Subfamilie Genera Spezies
Paramyxovirinae Respirovirus Sendai Virus
bovines Parainfluenzavirus
Morbillivirus Masernvirus

Hundestaupe Virus (Canines
Distemper Virus)
Seehundstaupe Virus
Cetacean Morbillivirus
Rinderpest Virus

Peste des petits ruminants

Virus
Henipavirus Hendra Virus
Nipah Virus
Rubulavirus Mumps Virus
Avulavirus Newcastle-Disease-Virus

(aviares Paramyxovirus Typl)
aviare Paramyxoviren Typ2 - 9

Pneumovirinae Pneumovirus bovines respiratorisches
Synzytial Virus
Metapneumovirus Rhinotracheitis-Virus der Pute

2.3.5.2 Epidemiologie

Bei Newcastle Disease handelt es sich um eine wirtschaftlich bedeutsame Gefliigelseuche. Von
Sudostasien nach England (Newcastle) verschleppt, breitete sie sich vor allem im Zusammenhang
mit der Entwicklung der Massentierhaltung und den damit verbundenen Haltungsbedingungen
weltweit aus. Milde Formen der Erkrankung kommen heute in vielen Landern enzootisch vor
(LIEBERMANN, 1992). Laut World Organisation for Animal Health (OIE) (ANON., 2009b) ist die
Erkrankung in Kanada, den USA und einigen Westeuropaischen Landern unter Kontrolle. In Teilen
Afrikas, Asiens und Sidamerika breitet sich die Krankheit weiter aus. Da Wildtiere symptomlose
Trager sein kdénnen, kann das Virus jederzeit erneut, in momentan als frei geltenden Gebieten
auftauchen. Die hochansteckende Viruskrankheit tritt bei Hihnern und Puten auf. Aber auch
andere Vogelarten wie Enten, Ganse, Strauf3en oder Tauben sind empfanglich fir NDV, bei ihnen
kann die Infektion ebenfalls symptomlos verlaufen (ANON., 2013). Die Ubertragung erfolgt
horizontal, vor allem aerogen (LIESS et al.,, 2010). Die Ausatmungsluft enthalt schon vor dem
Auftreten erster klinischer Symptome grof3e Virusmengen als Aerosol (LIEBERMANN, 1992). Des
Weiteren scheiden infizierte Vogel das Virus auch uUber Sekrete und Exkrete aus. Der direkte
Kontakt der Tiere untereinander fuhrt zu einer raschen Ausbreitung. Der indirekte
Ubertragungsweg Uber Fahrzeuge, Mist, Futter oder Transportkisten stellt eine weitere schnelle
Verbreitungsmaoglichkeit dar. Zuséatzlich ist der Mensch als ein bedeutsamer Ubertrager der
Seuche einzustufen. Ganz besonders in der Freilandhaltung stellen Wildvdgel, Ratten, Mause und
Insekten groRRe Risiken dar, sowie der als Dunger auf die Felder aufgebrachte Gefligelkot.

30



Literaturiibersicht

Newcastle-Disease-Viren haben ein geringes zoonotisches Potential, sie verursachen beim
Menschen Konjunktivitiden, die Ublicherweise mild verlaufen und selbstlimitierend sind (ANON.,
2013).

2.3.5.3 Tenazitat

Paramyxoviren besitzen eine geringe Tenazitat. Temperaturen dber 70°C, aber auch
Sonneneinstrahlung vernichten sie rasch. In Tierkérpern und Abwassern persistieren sie jedoch
mindestens einen Monat. Im angetrockneten, geschitzten Zustand vermag das Virus langere Zeit
seine Infektiositat zu bewahren (STEIGER, 1986). Laut der OIE, World Organisation of Animal
Health (ANON., 2009b) kann das Virus, vor allem bei niedrigen Temperaturen mehrere Wochen in
der Umwelt Uberdauern. Fast alle Desinfektionsmittelgruppen eignen sich zur wirksamen
Desinfektion von NDV, ausschlieBlich Phenole, Milchsaure, Natronlauge und Formalin bei
Temperaturen unter 8°C vermogen das Virus nicht ausreichend zu inaktivieren (KOHLER, 2006).
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Testviren

In der vorliegenden Arbeit wurden vier Viren aus den Familien Flaviviridae, Arteriviridae,
Caliciviridae und Parvoviridae auf ihre Eignung als mdgliches Prifvirus der Deutschen
Veterinarmedizinischen Gesellschaft e.V. (DVG) fir den Bereich tierarztliche Praxis und
Tierhaltung gepruft. Die Viren wurden nach den Gesichtspunkten Stabilitat und Praktikabilitéat im
Versuch, sowie Relevanz fir die jeweiligen Einsatzbereiche ausgewahlt. Das Bovine
Virusdiarrhoe-Virus (BVDV, Stamm UG 59) und das Equine Arteritis-Virus (EAV, Stamm "Bucyrus",
4) werden fur den Bereich Tierhaltung, das Murines Parvovirus (MPV, Stamm Crawford, ATCC
VR-1346) und das Felines Coronavirus (FCoV) fir den Bereich tierarztliche Praxis getestet.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde fir das, zur Familie der Paramyxoviridae gehérende Newcastle-
Disease-Virus (NDV, Stamm Montana) ein alternatives  Vermehrungs- und
Zellkulturnachweissystem gepruft. Da beim bisherigen Nachweissystem der Verdacht eines hohen
Eiweil3fehlers nahe lag, wurde neben der Eignung hinsichtlich Praktikabilitat und Stabilitat der
Viren im Versuch vor allem der Eiweil3gehalt in Relation zu den Ergebnissen untersucht. Frau Dr.

Carolin Karnath fuhrte diesen Teil die Laborarbeiten fur mich aus.

3.1.1.1 Tierhaltung

In der kommerziellen Tierhaltung ist eine der wesentlichen Grundlagen fur die Gesunderhaltung
von Tierbestanden ein sinnvolles und korrekt durchgefiihrtes Hygienemanagement. Effektive
Desinfektionsmittel und -verfahren spielen dabei eine tragende Rolle. Daher ist der Einsatz von

virologisch geprtften Desinfektionsmitteln unabdingbar.

BVDV - Die Bovine Virusdiarrhoe ist eine in Deutschland anzeigepflichtige Tierseuche. Laut einer
Statistik des FLI (SCHIRRMEIER & STREBELOW, 2012) beherbergten 2011, trotz umfangreicher

Sanierungsmaflnahmen 4,11% der deutschen Rinderbetriebe persistent infizierte Tiere.

Zur Verfugung gestellt wurde es von Dr. W. Eichhorn, Institut fir Medizinische Mikrobiologie,
Infektions- und Seuchenmedizin, Tiermedizinische Fakultat der Ludwig-Maximilian-Universitat

Minchen.

EAV - Die Equine Arteritis ist eine in Deutschland meldepflichtige Krankheit des Pferdes. Eine
Behandlung erkrankter Tiere ist nicht mdglich, lediglich seuchenprophylaktische MaRnahmen

konnen Pferdebestande schiitzen.
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Zur Verfigung gestellt wurde es von Dr. Werner Herbst, Institut fir Hygiene und
Infektionskrankheiten der Tiere, Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

3.1.1.2 Tierarztliche Praxis
Nicht nur in der Tierhaltung auch im Bereich tierdrztliche Praxis ist ein optimiertes

Hygienemanagement unabdingbar. Gerade in Praxen mit einem hohen Patientenaufkommen kann
ein unsachgemal angewendetes oder falsch ausgewahltes Desinfektionsmittel zu einer schnellen
und unkontrollierten Ausbreitung von Viruserkrankungen fihren. Die Prufung von

Desinfektionsmitteln auf ihre viruzide Wirkung ist unter diesem Gesichtspunkt unerlasslich.

FCoV - Einer der bedeutendsten Krankheitserreger in Katzenpopulationen ist das Feline
Coronavirus. Eine Behandlung mit Eliminierung des Virus ist nicht mdglich, einzig ein gutes

Hygienemanagement im Umgang mit Katzen kann eine Verbreitung eindammen.

Zur Verfugung gestellt wurde es von Prof. Dr. Uwe Truyen, Institut fur Tierhygiene und Offentliches
Veterinarwesen, Universitat Leipzig.

MPV - Parvorviren sind in der Tierarztpraxis nicht selten vorkommende Krankheitserreger. Die
schwierige Handhabung des caninen Parvovirus in der Zellkultur durch den fehlenden cpE
(KARNATH, 2011) und rasche Attenuierung mit Virulenzverlust von felinen Parvoviren nach
mehrmaligem Passagieren (KAADEN & MAYR, 2006) lieBen diese Viren als Testviren
ausscheiden. MVM als Surrogatvirus wurde fir den Einsatz fur die Desinfektionsmittelprifung

gewahlt und soll in der vorliegenden Arbeit auf seine Eignung als Testvirus gepruft werden.
Zur Verfugung gestellt wurde es vom Labor Prof. G. Enders und Partner, Stuttgart.

3.1.1.3 Alternatives Nachweissystem fiir NDV

NDV - Newcastle Disease ist eine hochansteckende, anzeigepflichtige Viruserkrankung an der
Huhner, Puten und auch andere Vogelarten erkranken kénnen. Die Erkrankung fihrt nicht nur
beim Einzeltier zu Schaden, sondern hat bei Auftreten eine Tétung gesamter Bestande zur Folge

und damit eine groRRe wirtschaftliche Bedeutung fiir den Gefliigelbetrieb und dessen Umgebung.

Zur Verfugung gestellt wurde es von Prof. Dr. Erhard F. Kaleta, Klinik fir Vogel, Reptilien,

Amphibien und Fische, Justus-Liebig-Universitat Giel3en.

3.1.2 Zellkultur
Einschichtzellkulturen permanenter Zelllinien wurden zur Vermehrung der Viren (auf3er NDV
vermehrt in Allantoisfliissigkeit, (NDV (All)) siehe Punkt 3.1.3) und als Virusnachweissystem

genutzt.
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Tabelle 11: Zellkulturen permanenter Zelllinien

Virus Zelllinie verwendete Passage Herkunft Zelllinie
BVDV MDBK (Madin Darby 195-210 Dr. R. Riebe,
bovine kidney epithelial Institut fur
cells) Infektionsmedizin,

Friedrich-Loffler-
Institut, Riems
EAV VERO-B4 (African green  159-172 Deutsche
monkey kidney cells) Sammlung fur
Mikroorganismen
und Zelllinien,
Braunschweig
FCoV CRFK (Crandell-Reese 198-214 Dr. R. Riebe,
feline kidney cells) Institut fur
Infektionsmedizin,
Friedrich-Loffler-
Institut, Riems

MPV A9 (Mus Musculus, B 20-28 Labor Prof. G.
lymphocyte, myeloma) Enders und
Partner, Stuttgart
NDV LMH (hepatocellular 33-45 Dipl.-Biol. Matthias
carcinoma male Lenk, Zellbank fir
Leghorn) Zelllinien in der

Veterinarmedizin,
Friedrich-Loffler-
Institut, Riems

3.1.3 Bruteier
Die Vermehrung von NDV (All) erfolgte unter anderem in embryonierten Hilhnereiern, die neun bis
elf Tage, bei 37°C bebritet wurden. Bezogen wurden die Eier von der Firma Gefliigelzucht Kirbis,

Freital - Wurgwitz.

3.1.4 Medien

Fur die Zellkultur wurde Dulbecco's modified Eagle's Medium (DMEM) (Biochrom AG, Berlin)
verwendet. DMEM enthalt 3,7g/l Natriumhydrogencarbonat, 4,5g/| Glukose und 1,028g/l Glutamin.
Es wurden 100IE Penicillin und 100pg Streptomycin pro ml Medium (Biochrom AG, Berlin)
zugesetzt. Anschlie3end wurde es mit 1% nichtessentiellen Aminosauren (NEA) (Biochrom AG,
Berlin) und 10%, fur die Behandlungsversuche 5% fetalem Kalberserum (FKS) (Biochrom AG,

Berlin) angereichert. Der Zusatz von FKS erfolgte kurz vor Verwendung des Mediums.

3.1.5 Grundsubstanzen, Reagenzien, Gerate, Laborbedarf

Die nachfolgenden Tabellen fiihren die verwendeten chemischen Grundsubstanzen, Reagenzien,
Geréate und Laborbedarfsartikel auf. Es wurden Desinfektionsmittel aus den Gruppen der Aldehyde,
Alkohole, Chlorabspalter, Laugen und Peroxide gewahlt. Bei der Auswahl wurde Wert darauf

gelegt, ein mdglichst breites Spektrum an wirksamen Hauptbestandteilen zu erhalten. Die
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gewahlten chemischen Grundsubstanzen wurden mit Ausgangskonzentration und Hersteller

dargestellt.

Tabelle 12: Chemische Grundsubstanzen

chemische Grundsubstanz Ausgangskonzentration in %

Hersteller

Ethanol 96
Glutaraldehyd 50
Natriumhypochlorit 12

Natronlauge -
(Natriumhydroxid Platzchen)
Peressigsaure 15

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

AppliChem GmbH, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck GmbH, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Tabelle 13: Reagenzien

Reagenzien

Hersteller/ Rezeptur

Albumin-Fraktion V

Calziumchlorid (CacCl,)

Decon®90 Losung

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Fetales Kélberserum (FKS)
Formaldehyd-Losung 37%
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,)
Magnesiumchlorid (MgCl,)

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO5)
Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Pierce BCA Protein Assay Kit
Trypsin-/EDTA-LOsung

Wasser standardisierter Harte (WSH)

Applichem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Decon Laboratories Ltd., Hove, UK
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Applichem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Merck GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Rezeptur im Anhang

Thermo Scientific, Dreieich
Biochrom AG, Berlin
Rezeptur im Anhang

Tabelle 14: Gerate

Gerate

Produkt, Hersteller

Brutschrank Zellkultur
Brutschrank zum Trocknen

Brutschrank Eier
Exsikkator

Mikroskop
Kamera Mikroskop

Kamera

CO, Unitherm 150, Uniequip, Martinsried
Heracell CO, Inkubator 150i, Thermo
Scientific, Dreieich

Hekea Brutgerate, Rietberg

Exsikkator, Witeg Labortechnik GmbH,
Wertheim

Leica DM IL, Leica Microsystems Wetzlar
GmbH

Leica DFC 320; Leica Microsystems Ltd.,
Heerbrugg, Schweiz

Canon Eos600D; Canon Europe N.V.,
Amstelveen, Niederlande
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Gerate Produkt, Hersteller
Photometer Multiscan Ascent, Labsystems
Schuttler Schittler TH25, Edmund Bihler GmbH,

Sterilwerkbank
Ultraschallbad

Vakuumpumpe

Zentrifuge

Hechingen

Heraeus, Thermo Scientific, Dreieich
Ultrasonic Cleaner USC 600D, VWR,
Darmstadt

biovac 104, ILMVAC GmbH, lImenau
Typ 2534C-02, Gardner Denver Welch
Vacuum Technology Inc., Niles, USA
Biofuge Stratos, Heraeus

Tabelle 15: Laborbedarf

Laborbedarf

Hersteller

Chirurgisches Instrumentarium, Schere, Pinzette
Edelstahlkeimtrager
Einkanalpipetten

Einmalpipetten, steril 5ml, 10ml
EppendorfgefaRe 1,5ml, 2ml
Falcon 15ml, 50ml
Holzkeimtrager

Kryoréhrchen

Kantlen, steril 24 G x 1
Mehrkanalpipette
Mehrkanalpipette, elektrisch
Petrischalen, steril
Pipettenspitzen 10pl, 100ul, 500ul
Reagenzreservoir

Silicagel Trocknungsperlen
Zellkulturflaschen

6-Well Platten

Reagenzreservoir

8-Well Reagenzreservoir

96-Well Platten

Henry Schein Vet GmbH, Hamburg
GK Formblech, Berlin

Eppendorf AG, Hamburg

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Des-In-Test-Supply, Stuttgart
Sarstedt AG & Co., NUumbrecht

Sterican, B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Biohit, Rosbach

Eppendorf AG, Hamburg
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Sarstedt AG & Co., Numbrecht
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
OMNILAB, Miinchen

Firma TPP AG, Schweiz
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkulturverfahren

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte mit Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) in 75 bzw.
150 cm? Vent-Zellkulturflaschen. Dem Medium wurden vor Gebrauch nichtessentielle Aminosauren,
Antibiotika und fetales Kalberserum zugesetzt. Zur Subkultivierung der Zellkultur wurde das
Medium dekandiert. AnschlieRend wurden die Zellen einmalig mit phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) gewaschen, mit 2-3ml 0,05%-iger Trypsin-EDTA-L6sung beschichtet und bei 37°C mit 5%
CO, inkubiert. Ausschlie3lich bei den A9 Zellen wurde die Trypsin-EDTA-L6sung nach einer
Einwirkzeit von einer Minute dekandiert und die Zellen erst anschlieRend inkubiert. Die Inkubation

erfolgte bis zur Uberwiegenden Ablosung des Zellrasens vom Boden der Zellkulturflasche. Durch
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mehrmaliges Beklopfen der Zellkulturflasche wurden die restlichen Zellen vom Boden geldst. Um
die Reaktion des Trypsins zu stoppen, wurden 3-4ml Medium hinzugefugt. Mit einer 10ml
Einmalpipette wurde nun das Zell-Medium-Gemisch resuspendiert. Dies geschah unter
lichtmikroskopischer Kontrolle bis zur Vereinzelung der Zellen. Zur weiteren Kultivierung wurden
die Zellen mit 15ml bzw. 25ml Medium in 75cm? bzw. 150cm? Zellkulturflaschen Gbertragen. Bis
zur Ausbildung eines Zellrasens wurden diese im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Fir die Toxizitats- und Behandlungstests sowie die Formalinkontrolle wurden die Zellkulturen 24h
vorab passagiert. Die Zellkulturen fur Trocknungs- und Keimtragerversuche wurden in der Regel
direkt vor den Versuchen vorbereitet. Fur alle Versuche wurden die resuspendierten Zellen auf ca.
10° Zellen pro ml Medium eingestellt. Jeweils 100l des entstandenen Zell-Medium-Gemisches
wurden pro Vertiefung einer 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert und bei 37°C mit 5% CO, bis zum
Versuch inkubiert.

Tabelle 16: Zellkultur der verschiedenen Zelllinien

Zelllinie Inkubationszeit Wachstumsgeschwindigkeit Verhaltnis fur Subkultivierung
Trypsin von 30-40% auf 100%

MDBK 7-10min 3Tage 1:4 bis 1:6

VERO-  10min 5Tage 1:2 bis 1:3

B4

CRFK 5-6min 2Tage 1:4 bis 1:6

A9 2min 3Tage 1:3 bis 1.5

LMH 4-5min 3Tage 1:3 bis 1:4

3.2.1.1 Besonderheiten zur Kultivierung von NDV

Fur die Vermehrung und den Nachweis von NDV war man auf die Beimpfung von Bruteiern
beziehungsweise auf die Anzucht primarer Huhnerembryofibroblastenkulturen angewiesen.
Letztgenanntes stellt die durch die DVG vorgegebene Methode dar. Dieses arbeitsaufwandige
Verfahren zeichnet sich durch eine relativ schlechte Auswertbarkeit der priméren
Huhnerembryofibroblastenkulturen aus, was einerseits bedingt ist durch eine teilweise vorhandene
Inhomogenitat der Zellen, andererseits durch die Empfindlichkeit der Zellen. In der vorliegenden
Arbeit wurde NDV zum einen in der Allantoishohle (NDV (All)) von elf Tage bebriteten,
embryonierten SPF-HUhnereiern vermehrt, zum anderen in Einschichtzellkulturen von LMH-Zellen
(NDV (ZK)). Fur die Bestimmung der Infektigsitatstiter wurden fur beide Varianten permanente

Einschichtzellkulturen von LMH-Zellen verwendet.

3.2.2 Kryokonservierung und Auftauen
Um Zellen langfristig zu lagern, ist eine Kryokonservierung noétig. Hierfur wurden die Zellen wie
unter 3.2.1 beschrieben passagiert und ein Zell-Medium-Gemisch mit einer Dichte von ca.

10° Zellen/ml hergestellt. Diese Zellsuspension wurde in 50ml Falcons uberfiihrt und bei 1000
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U/min fur fanf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekandiert, das entstandene Zellpellet in
DMEM mit 20% FKS und 10% Dimethylsulfoxid (DMSQO) resuspendiert und anschliel3end in
Kryor6hrchen dberfuihrt. Nach vierundzwanzigstindiger Kiahlung auf eine Temperatur von -20°C
wurden die Réhrchen in einen Behdlter mit flissigem Stickstoff (-196°C) gegeben.

Fir das Auftauen der Zellen wurden die Kryordhrchen in kérperwarmen Leitungswasser bis zur
Verflissigung inkubiert. AnschlieRend wurde das aufgetaute Zell-Medium-Gemisch mit frischem,
vorgewarmtem Zellkulturmedium verdinnt und in Zellkulturflaschen ausgesét. Nach 24h wurde ein
Mediumwechsel durchgefiihrt, um mogliche, durch DMSO verursachte zytotoxische

Veranderungen zu vermeiden.

3.2.3 Virusvermehrung

Die Virusvermehrung erfolgte, ausgenommen fir das NDV (All), in den entsprechenden
Zellkulturen in 75cm2- und 150cm?-Zellkulturflaschen. Bei einer Zelldichte von mindestens 90%
wurde die Kultur mit der Stammvirussuspension beimpft. Bis zum Auftreten eines nahezu
100%-igen cytopathischen Effekts (cpE) wurden die Zellen bei 37°C mit 5% CO, inkubiert.
AnschlieRend wurde die gesamte Zellkulturflasche bei -20°C eingefroren. Nach langsamen
Auftauen bei Raumtemperatur wurde die Zellsuspension in 50ml Falcons uberfihrt und bei
1000U/min fur 10 Minuten zentrifugiert. Der gesamte Uberstand wurde gepoolt und anschlieRend

aliquotiert. Die Virussuspension wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Tabelle 17: Infektionsdosen fir die Virusvermehrung

Virus Zelllinie Zellkulturvolumen (ml) Infektionsdosis (ul)
BVD MDBK 30 300

EAV VERO-B4 30 300

FCoV CRFK 30 400

MPV A9 30 600 - 800

NDV (ZK) LMH 30 200

Fur die Vermehrung von NDV (All) wurden zunachst Bruteier fir elf Tage bei 37°C im Brutschrank
bebritet. Die Infektion der embryonierten Eier erfolgte mittels einer 24x1 G Kanule mit 200pl
Stammvirus nach der chorioallantoic sac-Methode (CAS). Vor der Infizierung wurden die Eier mit
Ethanol gereinigt. Die Einstichstelle wurde nach Applikation der Virussuspension mit Leim
verschlossen. Nach weiteren 3-4 Tagen Bebritung wurden die Eier fur 24h bei 4°C im
Kihilschrank gelagert. AnschlieRend erfolgte die Virusernte unter der Sterilwerkbank. Nach
Er6ffnung der infizierten Eier am stumpfen Pol, wurde die Allantoisflissigkeit mittels einer
Einmalpipette gewonnen und im Anschluss bei 1000 U/min fir 10 min zentrifugiert. Die weitere

Vorgehensweise erfolgte analog zu den anderen Viren.
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Abbildung 6: CAS Methode zur Beimpfung embryonierter Hihnereier SPACKMAN (2008)

3.2.4 Bestimmung Infektiositatstiter

Die Virussuspension, die fir die Versuche verwendet wurde, wurde auf ihre Infektidsitat getestet.
Dafir wurde die Suspension in einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit PBS titriert. Je Kavitat waren
225ul PBS vorgelegt. In die Vertiefungen der ersten Spalte wurden 25l Virussuspension pipettiert
und mit einer Mehrkanalpipette bis 10™° titriert. Dabei war darauf zu achten, nach jeder
Titrationsstufe die Pipettenspitzen zu verwerfen um eine ungewollte Verschleppung von
Virusmaterial zu vermeiden. AnschlieRend wurden 100ul jeder Verdinnungsstufe auf eine bereits
vorbereitete Zellkulturplatte Ubertragen. Die Ubertragung erfolgte von 10™ nach 10*. Die
Zellkulturplatte wurde daraufhin bei 37°C mit 5% CO, inkubiert und unter taglicher
lichtmikroskopischer Beobachtung auf einen cpE hin kontrolliert.

Tabelle 18: Beobachtungszeitrdume und Ausgangstiter

Virus Beobachtungszeitraum maximale Ausgangstiter for
nach Infektion Versuche
BVD 7 Tage 10"°
EAV 7 Tage 107
FCoV 7 Tage 1072
MPV 7-14 Tage 10"*
NDV (ZK) 7 Tage 108°
NDV (All) 7 Tage 10°°
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3.2.5 Berechnung des Infektiositatstiter
Die Berechnung des Infektitsitatstiter erfolgte wie in der DIN EN 14675 empfohlen nach der
Methode von SPERMAN und KAERBER (ANON., 2005b).

Berechnung nach der Formel:

ID50/Volumen = X, — d/2 + d/n * 2x;

Xo der positive Exponent der héchsten Verdinnung, bei der alle Testobjekte positiv sind
d log10 des Verdinnungsfaktors
n die Anzahl der pro Verdiinnung eingesetzten Testobjekte

X die Summe aller auf die Infektion positiv reagierenden Testobjekte, ab und
einschlieB3lich der bei X,

3.2.6 Bestimmung des EiweiRgehalts

Der EiweiRgehalt von NDV (All) und NDV (ZK) wurde mit Hilfe des Pierce® BCA Protein Assay Kit
von Thermo Scientific bestimmt. Die Proben und Arbeitsreagenzien wurden entsprechend der
Herstellerangaben vorbereitet. Der Eiweif3gehalt wurde pur und in den Verdinnungen 1:3 sowie
1:10 getestet. Die Prufung erfolgte im Doppelansatz auf einer Mikrotiterplatte. Daftr wurden je Well
25ul der Standardverdiinnung bzw. Probe pipettiert. AnschlieRend wurde jedes Well mit 200ul der
Arbeitsreagenz benetzt. Die Mikrotiterplatte wurde fir 30 sec auf einem Schuttler gemixt und
daraufhin abgedeckt. Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 37°C wurde die Mikrotiterplatte
auf Raumtemperatur abgekuihlt. Mit Hilfe eines Photometer und der dazugehdrigen Software
erfolgte die Messung der EiweiRgehalte durch Lichtabsorption bei einer Wellenldnge von 562nm.

Die Ergebnisse wurden dokumentiert und ausgewertet.

3.2.7 Vorbereitung der Keimtrager

In den Vorversuchen, wie auch Hauptversuchen wurden Edelstahlkeimtrdger mit einem
Durchmesser vom 20mm und einer H6he von 1mm verwendet. Vor der Verwendung wurden die
Keimtrager 60 Minuten in einer 5%-igen Decon90®-Lésung gewaschen, danach unter flieRendem
Wasser gespiilt und nachfolgend mehrfach mit destilliertem Wasser abgespiilt. AnschlielRend
wurden die Keimtrager in 95%-igem Isopropanol entfettet. Nach einer Einwirkzeit von 15min wurde
das Isopropanol abgegossen und die Keimtrdger unter einer Sterilwerkbank getrocknet. Die
Keimtrager wurden in ein Becherglas dberfihrt und fur 2h bei 160°C im HeiRluftsterilisator
sterilisiert. Diese Vorbehandlung richtete sich nach den Vorgaben der DVG-Richtlinien fur die

Prufung von Desinfektionsverfahren und chemischen Desinfektionsmitteln (ANON., 2008).

Die in den Versuchen verwendeten Holzkeimtrager, Pappelholz, mit einer Flache von 20x10 mm

und einer Hohe von 1 mm wurden vor Verwendung in zwei gleichgroRe quadratische Teile
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zerschnitten. Anschliel3end wurden die Keimtrager in ein Becherglas uberfuhrt und bei 121°C mit
zwei bar Druck fur 20 Minuten im Autoklaven autoklaviert und im Trockenschrank fur 2 Stunden
getrocknet. Die Vorbehandlung orientiert sich an den Vorgaben der DVG Richtlinien fir die
Prifung von Desinfektionsverfahren und chemischen Desinfektionsmitteln (ANON., 2008).

3.2.8 Herstellung und Verwendung der Eiweil3belastung

3.2.8.1 Rinderalbumin

Fur alle Versuche, ausgenommen NDV wurde, orientiert an den Vorgaben der DIN EN 14675, eine
niedrige Eiweil3belastung verwendet (ANON., 2005b). Die Belastungssubstanz wurde in der 10-
fachen fur die Prifung verwendeten Endkonzentration hergestellt. In einem Messkolben wurden 3g
Rinderalbumin (Albumin-Fraktion V) (Applichem GmbH, Darmstadt) mit 200ml doppelt destilliertem
Wasser gelost. AnschlieBend wurde die Losung durch Membranfiltration sterilisiert und in
Eppendorfgefal3e abgefullt. Aufbewahrt wurde die Belastungssubstanz fur bis zu einem Monat bei

einer Temperatur von 4°C.

Eine Mischung von neun Teilen Virussuspension und einem Teil Belastungssubstanz wurde fir

alle Versuche verwendet und unmittelbar vor Versuchsbeginn hergestellt.

3.2.8.2 Fetales Kélberserum

Fur die NDV-Versuche wurde gemaR der giltigen DVG-Richtlinie fir die Prifung von
Desinfektionsverfahren und chemischen Desinfektionsmitteln (ANON., 2008) eine ca. 6%-ige
EiweiBbelastung genutzt. Es wurde 40%-iges, antikdrperfreies, fetales Kalberserum (FKS) zur

Herstellung der EiweiRbelastung verwendet.

Eine Mischung von neun Teilen Virussuspension und einem Teil Belastungssubstanz wurde fir

alle NDV-Versuche verwendet und unmittelbar vor Versuchsbeginn hergestellt.

3.2.9 Trocknungsverluste

Eine der wichtigsten Eigenschaften fir ein potentielles Testvirus ist seine Stabilitat beim
Trocknungsverfahren.  Hierfir ~ wurden vor den eigentlichen  Keimtrdgerversuchen
Trocknungsversuche durchgefihrt. Ziel der Untersuchung war es herauszufinden wie hoch die
Trocknungsverluste waren um damit Ruckschlisse auf die Hohe der Ausgangstiter vor dem
Aufbringen der Desinfektionsmittel ziehen zu koénnen. Alle Trocknungsversuche wurden mit
niedriger EiweiRbelastung durchgefiihrt und einmal wiederholt. Zu jedem Versuch wurde eine

Viruskontrolle und eine Zellkulturkontrolle mitgefihrt.

3.2.9.1 Edelstahlkeimtrager
Fir die Trocknung auf Edelstahlkeimtragern wurden je 50ul Virussuspension von MPV und FCoV

auf jeweils einen Keimtrager aufgetragen. Dabei war darauf zu achten, das Virusmaterial mittig
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aufzubringen und gleichmafig auf dem Keimtrager zu verteilen. Es sollte ein Rand von ca. 2mm
bestehen bleiben. Anschlielend wurden die Keimtrager in einem mit Trocknungsperlen (Silicagel
Trocknungsperlen, OMNILAB, Minchen) gefillten Exsikkator mit Hilfe einer Vakuumpumpe (Typ
2534C-02, Gardner Denver Welch Vacuum Technology Inc., Niles, USA) bei 900-950mbar
getrocknet.

Abbildung 7: Exsikkator

Nach der Trocknung wurde die Virussuspension mit 2000ul PBS abgespdilt. Dafir wurde eine 5ml-
Pipette verwendet und zehnmalig auf dem Keimtrager resuspendiert. AnschlieRend wurde das
Gemisch in ein Reagenzreservoir mit 2950ul PBS ubertragen. Nach sorgfaltiger Durchmischung
wurden je 200ul in die Kavitaten der ersten Reihe einer 96-Well-Mikrotiterplatte pipettiert und bis
zu einer Verdiinnung von 10™° mit PBS titriert. Je 25ul wurden in eine Zellkulturplatte verimpft,
dabei wurde von 10™° nach 10™ pipettiert.

AnschlieRend wurden die Zellkulturplatten bei 37°C mit 5% CO, inkubiert und Uber 7 Tage
lichtmikroskopisch beobachtet. Bei MPV erfolgte eine Beobachtung Uber 14 Tage. Die

Bestimmung und Dokumentation des Virustiters erfolgte am Ende der Beobachtungszeit.

3.2.9.2 Holzkeimtréager

Fur BVDV, EAV und NDV wurden je 100pul Virussuspension auf einen Holzkeimtrager (Pappelholz)
aufgetragen. Die 20x10mm grofen Holzkeimtrager wurden dafiir in einem vorhergehenden
Arbeitsschritt in zwei gleich groRe Quadrate geteilt, um die spatere Handhabung etwas zu
erleichtern. Je Holzquadrat wurde dann 50ul Virusmaterial aufgetragen. Die Keimtrager wurden

anschliel3end bei 37°C in einem Brutschrank getrocknet. Die Trocknungszeit betrug 60min.

Nach der Trocknung wurden die Holzkeimtrager in je vier gleichgrof3e Stiicke geschnitten. Diese
insgesamt acht Teile wurden in ein, mit 9,9ml PBS geflllten Falcon gegeben und anschliel3end

kraftig geschuttelt. Die Herauslosung des Virus aus dem Holz erfolgte in einem Ultraschallbad auf
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Eis fur die Dauer von 10min. Danach wurden 4ml Uberstand abpipettiert und in ein
Reagenzreservoir gegeben. 200pl des Virussuspension-PBS-Gemisches wurde in die erste Reihe
einer 96-Well-Mikrotitrationsplatte gegeben. Es erfolgte eine Verdiinnung mit PBS bis 10™ und im
Anschluss eine Beimpfung der entsprechenden Zellkulturplatten mit 25ul pro Kavitat.

AnschlieRend wurden die Zellkulturplatten bei 37°C mit 5% CO, inkubiert und Uber 7 Tage
lichtmikroskopisch beobachtet. Die Auswertung der Ergebnisse fand an Tag 7 statt.

3.2.10 Zytotoxische Wirkung der Priflésungen

3.2.10.1 Toxizitat

Die Zytotoxizitat der eingesetzten chemischen Grundsubstanzen wurde in Anlehnung an die DIN
EN 14675 geprift, (ANON., 2005b). Zur Herstellung der gewiinschten Prifkonzentration wurden
die Grundsubstanzen mit Wasser standardisierter Harte (WSH) verdinnt. Es wurde ein 1,25facher
Ansatz hergestellt. Dazu wurden 4ml der Verdinnung mit 1ml WSH vermischt und 0,5ml dieses
Reaktionsgemisches zu 4,5ml PBS pipettiert. AnschlieBend wurden 200ul der entstandenen
Losung in die erste Reihe einer 96-Well-Mikrotiterplatte gegeben und mit 25ul bis zu einer

Verdiinnung von 10 mit PBS titriert.

Von jeder Verdinnungsstufe wurden nun je Kavitat 25ul Reaktionsgemisch auf eine bereits

vorbereitete Zellkulturplatte Gibertragen.

Die Zellkulturplatte wurde bei 37°C mit 5% CO, inkubiert und erstmals nach 24h kontrolliert. Nach
7 Tagen erfolgte die finale Ablesung. Bei MPV wurde nach weiteren 7 Tagen eine erneute
Ablesung durchgefiihrt. Die Ergebnisse der Toxizitatsversuche dienten als Grundlage fir die

Behandlungsversuche.

3.2.10.2 Behandlung

Um maogliche Veréanderungen an den Zellen und damit eine Verminderung der Empfindlichkeit des
Virus zu uberprufen, wurden vergleichende Virustitrationen an behandelten und unbehandelten
Zellkulturen durchgefiihrt. Alle Versuche wurden einmal wiederholt, eine Zellkulturkontrolle wurde

stets mitgefihrt.

In diesem Versuch wurden 4 ml des Desinfektionsmittels mit 1 ml WSH vermischt. Es wurde
hierfir die Verdiinnungsstufe mit dem geringsten, scheinbar nicht zytotoxischen Effekt genutzt, die

vorab im Toxizitatstest bestimmt wurde.

Von dem entstandenen Reaktionsgemisch wurden 0,5 ml in ein 8-Well Reagenzreservoir mit 4,5ml
PBS gegeben. Je 25ul dieser Losung wurden pro Kavitat in eine bereits 24h zuvor vorbereitete

Zellkulturplatte Ubertragen und fir eine Stunde bei 37°C mit 5% CO, inkubiert. AnschlieRend
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wurde der Uberstand abpipettiert, verworfen und die Zellkulturplatte mit 100yl DMEM je Kavitat
neu bestuckt. In diesem Schritt wurde das Medium mit nur 5% FKS versehen.

Aus einer bereits verdinnten Virustitrationsplatte wurden 25ul pro Kavitat auf die behandelte und
eine unbehandelte Zellkulturplatte tGbertragen. Beide wurden bei 37°C mit 5% CO, inkubiert und
Uber 7 Tage beobachtet. Nach 7 Tagen wurde das Ergebnis abgelesen und protokolliert.

3.2.11 Inaktivierungs-Bezugsprufung
Dieser Versuch wurde unter Verwendung von Formalin (37%-ige Formaldehydlésung)
durchgefuhrt. Grundlage fur die Durchfiihrung war die DIN EN 14675, (ANON., 2005b).

Aus der 37%-igen Formaldehydldsung wurde unter Verwendung von destilliertem Wasser eine
1,4%-ige Losung hergestellt. 2,5ml davon wurden mit 2ml PBS und 0,5ml Virussuspension
vermischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Unmittelbar nach Ablauf der Einwirkzeit
wurden 0,1ml Reaktionsgemisch entnommen und zu 0,9ml PBS in ein Eppendorfgefal3 pipettiert.
Nach erfolgter Durchmischung wurden 0,5ml entnommen und zu 4,5ml PBS in ein
Reagenzreservoir gegeben. 200ul davon wurden in die erste Spalte einer 96-Well-Mikrotiterplatte
pipettiert und bis 10°® mit PBS titriert. AnschlieRend wurden je Kavitat 25pl auf eine Zellkulturplatte

Ubertragen.

Diese wurde bei 37°C mit 5% CO, inkubiert und tber 7 Tage beobachtet. Parallel dazu wurde eine
Zellkulturplatte mit einer Zell- und Viruskontrolle mitgeflihrt. Nach 7 Tagen wurde das Ergebnis

abgelesen und dokumentiert.

3.2.12 Keimtragerversuche Stahl

Die Viruzidiepriifung fir den Bereich tierarztliche Praxis erfolgte auf Edelstahlkeimtragern. Es
wurden die Viren MPV und FCoV getestet. Die Bestimmung der viruziden Wirkung fand unter
niedriger EiweiRbelastung (Rinderalbumin) statt und wurde in Anlehnung an die Richtlinien fir die
Prifung von Desinfektionsverfahren und chemischen Desinfektionsmitteln der DVG (ANON., 2008)

durchgefiuhrt. Das verwendete Verhaltnis von Virus zu Belastungssubstanz betrug 9:1.

Abbildung 8: Edelstahlkeimtrager in 6-Well-Mikrotiterplatte
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Es wurde ein Edelstahlkeimtrager unter sterilen Bedingungen in eine Kavitat einer 6-Well-Platte
gelegt. Dieser wurde anschliel3end mit 50l eines Virus-Belastungsgemisches beschichtet. Dabei
war darauf zu achten, dass zum Rand des Keimtragers ein moglichst gleichméaRiger Abstand von
2mm frei blieb.

Der Keimtrager wurde fur 18min in einem mit Trocknungsperlen gefullten Exsikkator mit Hilfe einer
Vakuumpumpe bei 900-950mbar getrocknet. Es wurden pro Trocknungsgang maximal sechs
Edelstahlkeimtrager mit je 50pl Virussuspension getrocknet.

AnschlieBend wurden 100ul Prifsubstanz der gewlnschten Verdinnung aufgetragen. Dies
geschah bis zum Rand des Keimtragers. Nach einer Einwirkzeit von 5 bzw. 30min wurden
Prifsubstanz und Virussuspension mit 2000ul PBS abgespdult. Daflir wurde eine 5ml-Pipette
verwendet und zehnmalig auf dem Keimtrager resuspendiert. AnschlieBend wurde das gesamte
Gemisch in ein Reagenzreservoir mit 2850ul PBS ubertragen. Nach griindlicher Durchmischung
wurden in die erste Reihe einer 96-Well-Mikrotiterplatte 200ul Reagenz pipettiert und bis zu einer
Verdinnungsstufe von 107 mit PBS titriert.

AnschlieRend wurden je 25ul auf eine entsprechende Zellkulturplatte Ubertragen und bei 37°C mit
5% CO, inkubiert. FCoV wurde Uber einen Zeitraum von sieben Tagen beobachtet, MPV uber 14
Tage. Nach der Beobachtungszeit erfolgte die Ablesung und Dokumentation der Ergebnisse. Es
wurde stets eine Zellkultur- und Viruskontrolle mitgefuhrt. Alle Versuche wurden im Doppelansatz
durchgefiihrt und zweimal wiederholt.

3.2.13 Keimtragerversuche Holz

Die Viruzidieprifung fir den Bereich Tierhaltung erfolgte auf Holzkeimtragern. Es wurden die Viren
BVDV, EAV sowie NDV (All) und NDV (ZK) getestet. Die Bestimmung der viruziden Wirkung fand
unter niedriger Eiweif3belastung (fir BVDV und EAV mit Rinderalbumin, fir NDV (All) und NDV (ZK)
mit FKS) statt und wurde in Anlehnung an die Richtlinien fur die Priafung von
Desinfektionsverfahren und chemischen Desinfektionsmitteln der DVG (ANON., 2008)
durchgefinhrt.

Abbildung 9: Holzkeimtrager in 6-Well-Platte
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Fir die Prafung wurden Holzkeimtrager (2 Stick a 10x10mm) unter sterilen Bedingungen in eine
Kavitat einer 6-Well-Platte platziert, mit je 50ul Virus-Belastungssuspension benetzt und bei 37°C

fur 60min in einem Brutschrank getrocknet.

Nach der Trocknungszeit wurden die Holzkeimtrager in 4ml Desinfektionsmittel der gewtinschten
Verdinnung fur 5 bzw. 30 Minuten eingelegt. Nach Ablauf der Einwirkzeit wurden die
Holzkeimtrager aus der Desinfektionsmittelldsung entfernt, in einer Petrischale kurz abgetropft und
in je vier gleichgroRe Stlicke geschnitten. Diese insgesamt acht Teile wurden in ein Falcon, mit
9,9ml PBS gegeben und anschlieend kraftig geschuttelt.

Ein zehnminitiges Ultraschallbad auf Eis beglnstigte die Ablésung des Virus von den
Holzkeimtragern. Danach wurden 4ml Uberstand abpipettiert und in ein Reagenzreservoir gegeben.
200l wurden in die erste Spalte einer 96-Well-Mikrotiterplatte gegeben und bis zu einer
Verdiunnungsstufe von 107 mit PBS titriert. AnschlieRend wurden je 25ul auf eine bereits
vorbereitete Zellkulturplatte tbertragen.

Die Zellkulturplatte wurde bei 37°C mit 5% CO, fur sieben Tage inkubiert und beobachtet. Nach
sieben Tagen erfolgte die Ablesung der Ergebnisse und deren Dokumentation. Alle Versuche
wurden im Doppelansatz durchgefiihrt und einmal wiederholt. Eine Zell- und Viruskontrolle wurden
stets mitgefihrt.
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4 Ergebnisse

4.1. Darstellung des zytopathischen Effektes auf der Zellkultur

Die Zellkulturen mit ihrer spezifischen Morphologie sowie der durch die jeweiligen Testviren
hervorgerufene cpE sind in den Abbildungen 10 bis 14 dargestellt. Die Zellkulturen wurden digital
fotografiert (Mikroskop: Leica DMIL, Kamera: Leica DFC 320; Leica Microsystems (Switzerland)
Ltd., Heerbrugg, Schweiz). Fur die Dokumentation und Archivierung der Aufnahmen wurde das

dazugehdrige Programm Leica Application Suite verwendet.

Nach der Infektion der MDBK-Zellen mit BVDV kam es innerhalb von sieben Tagen zu auffalligen
morphologischen Veréanderungen der Zellen. Charakteristisch flr den cpE waren Merkmale wie:
Pyknose sowie Lyse der Zellen und Ablésung der Zellen vom Boden der Zellkulturplatte mit
typischer "Netzbildung". Die Infizierung von VERO-Zelllinien mit EAV fihrte innerhalb von 3-4
Tagen zu einer Schrumpfung und Abkugelung der Zellen, teilweise mit Lyse und Ablésung der
Zellen vom Boden der Zellkulturplatte. Die morphologischen Verénderungen von CRFK-Zellen
nach Infektion mit FCoV traten nach 5-7 Tagen auf. Das histologische Bild war gepragt von einer
starken Abrundung der Zellen mit Vesikelbildung im Inneren. Bei den A9-Zellen kam es noch bis
zu 14 Tage nach der Infektion mit MPV zur Ausbildung eines cpE. Als charakteristische Merkmale
waren eine mehr oder minder starke Pyknose der Zellen sichtbar mit "AufreiRen” des Zellrasens.
Nach Infektion der LMH-Zelllinie mit NDV (ZK) und NDV (All) war innerhalb von 3-4 Tagen ein cpE
zu beobachten. Dieser war charakterisiert durch Vesikelbildung und Lyse der Zellen. Bei beiden
Anzuchtvarianten stellte sich der cpE gleich dar.

Abbildung 10: Infektion von MDBK-Zellen mit BVDV. A) Kontrolle ohne cpE B) cpE 7 Tage nach Infektion mit
BVDV
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Abbildung 12: Infektion von CRFK-Zellen mit FCoV. A) Kontrolle ohne cpE B) beginnender cpE 3 Tage nach
Infektion mit FCoV C) starker cpE 7 Tage nach Infektion mit FCoV
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Abbildung 14: Infektion von LMH-Zellen mit NDV. A) Kontrolle ohne cpE B) cpE 3-4 Tage nach Infektion mit NDV

4.2. Ergebnisse der Eiweil3gehaltsprifung

Die Tabelle 23 des Anhangs (Seite 82) stellt die Ergebnisse der Eiweil3gehaltsprifung von NDV
dar. Der Eiwei3gehalt des in der Allantoisfliissigkeit vermehrten NDV (All) ist bis zu dreimal so
hoch wie der EiweiRgehalt des in Zellkultur vermehrten NDV (ZK). Der Eiweil3gehalt von NDV (ZK)
betragt bei 1:10 facher Verdinnung 0,6 pg/ml, bei 1:3 facher Verdiinnung 1,6 pg/ml und bei purer
Verwendung 3,6 pg/ml. NDV (All) hat bei purer Verwendung einen Eiweil3gehalt von mindestens 6
pl/ml, bei 1:3 facher Verdinnung 4,7 pg/ml und bei 1:10 facher Verdinnung 1,9 pg/ml.
Zusammenfassend zeigt sich bei allen drei getesteten Verdinnungsstufen pur, 1:3 und 1:10 ein
deutlich héherer Eiweil3gehalt bei NDV (All) als bei NDV (ZK). Vergleicht man die Mittelwerte der
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Untersuchungen so bestatigt sich ein hoherer Eiwei3gehalt von NDV (All) mit durchschnittlich 4,2
pg/ml gegeniiber NDV (ZK) mit durchschnittlich 1,9 pg/ml. Dies entspricht einen Uber doppelt so
hohem Eiwei3gehalt.

EiweiRgehalt in pg/ml

1

- S

0

pur

1:3 verdiinnt

1:10 verdiinnt

= NDV (All)

6

4,7

1,9

NDV (ZK)

3,6

1,6

0,6

Abbildung 15: Eiweilgehalte NDV (All) und NDV (ZK) im Vergleich

4.2. Ergebnisse der Toxizitatsprifung

In den Tabellen 24 bis 28 des Anhangs (ab Seite 82) sind die Ergebnisse der Toxizitatsprifung im
Suspensionsversuch dargestellt. Die Ergebnisse waren Grundlage fir die Bestimmung der
viruziden Wirksamkeit der Desinfektionsmittel im Keimtragertest. Aus den Ergebnissen wurde
ersichtlich, dass die chemischen Grundsubstanzen, in den fur die Keimtragerversuche
notwendigen Konzentrationsbereichen keine toxischen Effekte auf die entsprechenden Zellkulturen
bewirkten. Lediglich bei den, fir den Versuch mit MPV notwendigen hohen Konzentrationen von
0,25% Peressigsaure und 2% Natronlauge kam es bei den A9-Zellen zu toxischen Veranderungen.

4.3. Ergebnisse der Behandlungspriufung

Die Ergebnisse der Behandlungstests sind in der Tabelle 29 des Anhangs (Seite 85) dargestellt.
Aus der Gesamtheit der Ergebnisse wird ersichtlich, dass eine mdgliche Verdnderungen an den
Zellen und damit eine Verminderung der Empfindlichkeit des Virus in den getesteten
Konzentrationen nicht stattfindet. Getestet wurden Glutaraldehyd, Ethanol, Peressigsaure,
Natronlauge und Natriumhypochlorit in fir die Hauptversuche relevanten Konzentrationen. Es
traten bei keiner der Zelllinien nennenswerte Titerunterschiede zwischen behandelten und

unbehandelten Zellkulturen auf.

4.4. Ergebnisse der Inaktivierungs-Bezugsprifung
In Tabelle 30 des Anhangs (Seite 85) sind die Ergebnisse der Inaktivierungs-Bezugsprifung
dargestellt. Alle in den Versuchen verwendeten Viren kénnen durch Formalin vollstandig inaktiviert
werden.
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4.5. Einfluss der Trocknung auf die Infektiositat der Testviren

4.5.1 Vergleich der auf Stahlkeimtragern getesteten Viren

Im Hinblick auf die Stabilitit der Viren war sowohl bei MPV als auch bei FCoV nur eine
geringfugige, teilweise keine Titerreduktion wahrend der Trocknung ersichtlich. Es traten bei MPV
Titerverluste bis zu einer Hohe von 0,2 log;oKIDso/ml auf. Bei FCoV traten vereinzelt Verluste bis
zu 0,25 log1oKIDso/ml auf. Die Ergebnisse sind in Tabelle 31 des Anhangs (Seite 86) dargestellt. Es
ist festzustellen, dass die zwanzigminutige Trocknung bei 20°C, im Exsikkator keinen negativen
Einfluss auf die Infektitsitat der Viren und damit auf den Versuchsablauf darstellt.

8
7
E, 6
= >
xa 4
3
= 3
P 2
=
1
0
FCoV FCoV MPV MPV
M Titer nach Trocknung 5,5 5,25 6,6 6,6
I Ausgangstiter 5,5 5,5 6,8 6,8

Abbildung 16: Trocknungsversuche auf Stahlkeimtragern

4.5.2 Vergleich der auf Holzkeimtragern getesteten Viren

Die Ergebnisse in Tabelle 32 des Anhangs (Seite 86) zeigen erhebliche Titerreduktionen nach
sechzigminitiger Trocknung bei 37°C im Brutschrank. Die Titerverluste wurden sowohl bei BVDV
als auch bei EAV und NDV festgestellt. Bei wiederholten Versuchen mit dem BVDV betrug der
minimale Titerverlust 1,5 logoKIDso/ml, teilweise waren Verluste bis zu einer Hohe von 1,8
log1o0KIDso/ml zu beobachten. Beim EAV waren Titerreduktionen zwischen 1,1 log;oKIDso/ml und
1,6 logioKIDso/ml festzustellen. Auch bei NDV waren die Verluste unabhangig vom
Vermehrungsverfahren hoch. So lagen bei NDV (ZK) die Titerverluste zwischen 1,3 log;oKIDso/ml
und 1,6 logioKIDso/ml. Die Reduktion des Titers bei NDV (All) betrug zwischen 1,4 log;oKIDso/ml
und 1,6 log;oKIDse/ml.
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Abbildung 17: Holzkeimtrager - Titer vor und nach der Trocknung

4.5.3 Vergleich der auf Stahl- und Holzkeimtréagern getesteten Viren hinsichtlich ihrer
Titerreduktion

Die verschiedenen Trocknungsverfahren im Stahl- und Holzkeimtragerversuch fuhrten zu deutlich
unterschiedlichen Titerreduktionen. Beim Trocknungsverfahren fir den Stahlkeimtragerversuch
kam es maximal zu einer Titerreduktion um 0,25 log-Stufen. Die Titerreduktion bei der Trocknung

im Holzkeimtragerversuch war dagegen mit bis zu 1,8 log-Stufen deutlich héher.
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Abbildung 18: Vergleich der Titerreduktion der Testviren nach Trocknung im Stahl- und Holzkeimtragerversuch
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4.6. Viruzide Wirksamkeit der Desinfektionsmittel im Keimtragertest

In den folgenden zwei Kapiteln wird néher auf die Ergebnisse der Viruzidieprifung eingegangen.
Es wurden fur den Bereich tierarztliche Praxis die Viren MPV und FCoV auf Stahlkeimtragern
analysiert und fur den Bereich Tierhaltung die Viren BVDV und EAV auf Holzkeimtragern. Getestet
wurden jeweils funf chemische Grundsubstanzen: Glutaraldehyd, Ethanol, Peressigséaure,
Natronlauge und Natriumhypochlorit.

4.6.1 Vergleich der auf Stahlkeimtragern gepruften Testviren

In den nachfolgenden Abbildungen wurden beide auf Stahlkeimtrégern verwendete Prifviren
hinsichtlich der minimal benétigten Konzentrationen der chemischen Grundsubstanzen fir eine
vollstandige Inaktivierung miteinander verglichen. Hierbei wurden Einwirkzeiten von 5 und 30min
beriicksichtigt. Eine vollstandige Inaktivierung entspricht laut DVG-Richtlinien einer
Virustiterreduktion um mindestens vier log-Stufen im Vergleich zur Viruskontrolle. Dies war in den
Versuchen nicht realisierbar, so dass von einer Reduktion um drei log-Stufen zur vollstandigen
Inaktivierung ausgegangen wurde. Die vollstandigen Auflistungen der Messwerte befinden sich in
den Tabellen 33 bis 42 des Anhangs (ab Seite 86).
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Glutaraldehyd

Bei der Prifung der viruziden Wirkung von Glutaraldehyd im Stahlkeimtragerversuch waren
deutlich héhere Konzentrationen fur eine vollstandige Inaktivierung von MPV notwendig als bei
FCoV (Abbildung 19). Eine Konzentration von 0,075% bei 30min Einwirkzeit, bzw. 0,1% bei 5min
Einwirkzeit fuhrten zu einer vollstandigen Inaktivierung von MPV. Eine 0,025%ige Konzentration
inaktivierte FCoV innerhalb von 30min vollstdndig, eine 0,05% konzentrierte Losung bendtigte

5min zur vollstéandigen Inaktivierung.
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Abbildung 19: Viruzide Wirksamkeit von Glutaraldehyd im Stahlkeimtrégerversuch - bei MPV und FCoV

Tabelle 19: Durchschnittliche Titerreduktion des FCoV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Glutaraldehyd

Glutarhaldehyd, FCoV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,01 1,45 3,1

0,025 3,1 >3,4

0,05 >3,4 >3,3

Tabelle 20: Durchschnittliche Titerreduktion des MPV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Glutaraldehyd

Glutaraldehyd, MPV

Konzentration (%) Titerreduktion  (log1oKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,025 / 2,4

0,05 2,3 3,0

0,075 2,95 >3,4

0,1 >3,4 /

54



Ergebnisse
Ethanol

Bei der Prufung der viruziden Wirksamkeit von Ethanol konnte nur bei FCoV eine vollstandige
Inaktivierung erreicht werden (Abbildung 20). Eine Konzentration von 30% flhrte unabhangig von
der Einwirkzeit zu einer vollstandigen Inaktivierung des Priifvirus FCoV. Konzentrationen bis 80%

fuhrten zu keiner ausreichenden Inaktivierung von MPV unabh&ngig von den Einwirkzeiten.
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Abbildung 20: Viruzide Wirksamkeit von Ethanol im Stahlkeimtrégerversuch - bei MPV und FCoV

Tabelle 21: Durchschnittliche Titerreduktion des FCoV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Ethanol

Ethanol, FCoV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

25 1,3 2,3

30 3,5 >3,6

35 >3,5 >3,4

Tabelle 22: Durchschnittliche Titerreduktion des MPV bei der Durchfiihrung der Keimtréagerversuche mit Ethanol

Ethanol, MPV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

70 0,05 0,2

75 0,05 0,2

80 0,06 0,2

55



Ergebnisse
Peressigsaure

Eine ausreichend viruzide Wirkung von Peressigsaure wird fir MPV erst bei deutlich hdheren
Konzentrationen erreicht als fir FCoV (Abbildung 21). Eine Inaktivierung von MPV fand sowohl mit
5 als auch mit 30min Einwirkzeit erst im zytotoxischen Konzentrationsbereich bei 0,25% statt. Eine
vollstéandige Inaktivierung von FCoV fand nach einer Einwirkzeit von 5min bei einer Konzentration
von 0,075% statt. Durch Verlangerung der Einwirkzeit auf 30min liel3 sich die notwendige
Konzentration auf 0,05% senken.
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Abbildung 21: Viruzide Wirkung von Peressigséure im Stahlkeimtragerversuch - bei MPV und FCoV

Tabelle 23: Durchschnittliche Titerreduktion des FCoV bei der Durchfihrung der Keimtragerversuche mit
Peressigséaure

Peressigsaure, FCoV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,025 1,2 3,2

0,05 3,4 >3,7

0,075 >3,7 >3,7

Tabelle 24: Durchschnittliche Titerreduktion des MPV bei der Durchfiihrung der Keimtréagerversuche mit
Peressigséaure

Peressigsaure, MPV

Konzentration (%) Titerreduktion  (log1oKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,075 1,8 2,7

0,1 2,5 3,0

0,25 Toxisch Toxisch
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Natronlauge

Unter Einwirkung von Natronlauge zeigten sich deutliche Unterschiede hinsichtlich der Stabilitat

der untersuchten Viren (Abbildung 22). Eine vollstandige Inaktivierung trat bei den FCoV,

unabhangig von der Einwirkzeit bei einer Konzentration von 0,5% ein. Um MPV vollstandig zu

inaktivieren, war bei einer Einwirkzeit von 5min eine Konzentration von 2,0% notig. Bei

verlangerter Einwirkzeit (30min) reduzierte sich die notwendige Konzentration auf 1,5%.
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Abbildung 22: Viruzide Wirkung von Natronlauge im Stahlkeimtragerversuch - bei MPV und FCoV

Tabelle 25: Durchschnittliche Titerreduktion des FCoV bei der Durchfihrung der Keimtragerversuche mit

Natronlauge

Natronlauge, FCoV

Konzentration (%)

0,1
0,25
0,5

Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)

5 min 30 min
11 0,9
2,2 3,2
>3,7 >3,7

Tabelle 26: Durchschnittliche Titerreduktion des MPV bei der Durchfiihrung der Keimtréagerversuche mit

Natronlauge

Natronlauge, MPV

Konzentration (%)

1,0
15
2,0

Titerreduktion  (log1oKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)

5 min 30 min
2,7 2,9
3,0 3.4
3,4 /
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Natriumhypochlorit

Bei der Viruzidieprifung von Natriumhypochlorit im Stahlkeimtragertest mussten fur eine
vollstandige Inaktivierung von MPV hdhere Konzentrationen eingesetzt werden als fir das FCoV
(Abbildung 23). 5,0% waren unabh&ngig von der Einwirkzeit notig um MPV vollstandig zu
inaktivieren. Dagegen hatte eine 4%ige Losung eine ausreichende viruzide Wirkung auf FCoV. Mit
Verringerung der Einwirkzeit war eine Erhdhung der wirksamen Konzentration bei FCoV nicht notig.

—  EMPV
FCoV

Konzentration
Natriumhypochlorit in %
w

5 Minuten 30 Minuten

Abbildung 23: Viruzide Wirkung von Natriumhypochlorit im Stahlkeimtragerversuch - bei MPV und FCoV

Tabelle 27: Durchschnittliche Titerreduktion des FCoV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit, FCoV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

3,0 2,5 3,3

3,5 3,1 3,5

4,0 3,4 >3,7

4,5 >3,5 /

Tabelle 28: Durchschnittliche Titerreduktion des MPV bei der Durchfiihrung der Keimtréagerversuche mit
Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit, MPV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

4,0 3,0 1,9

4,5 3,3 2,2

5,0 >3,4 >3,5
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4.6.2 Vergleich der auf Holzkeimtragern gepriften Testviren

Die zwei fur die Wirksamkeitsprifung chemischer Desinfektionsmittel im Bereich Tierhaltung auf
Holzkeimtragern gepruften Viren werden in den nachfolgenden Abbildungen verglichen. Der
Vergleich erfolgt hinsichtlich der minimal bendtigten Konzentrationen der chemischen
Grundsubstanzen fir eine vollstéandige Inaktivierung der Prifviren. Hierbei wurden Einwirkzeiten
von 5 und 30min bertcksichtigt. Eine vollstandige Inaktivierung entspricht einer Virustiterreduktion
um mindestens 3 log-Stufen im Vergleich zur Viruskontrolle. Bedingt durch die starken
Trocknungsverluste ist eine Reduktion um mindestens drei log-Stufen nur in den wenigsten
Versuchen nachweisbar gewesen. Es wird daher in diesem Versuch eine Inaktivierung des
Virusmaterials schon bei einer Reduktion um mindestens 2,6 log-Stufen angenommen. Die
vollstandigen Auflistungen der Messwerte finden sich in den Tabellen 43 bis 52 des Anhangs (ab
Seite 94).
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Glutaraldehyd

Bei der Prifung der viruziden Wirkung von Glutaraldehyd im Holzkeimtragerversuch war eine
geringflgig hohere Konzentration fir eine vollstdndige Inaktivierung von EAV als im Vergleich
dazu fur BVDV notwendig (Abbildung 24). Eine Konzentration von 0,01% bei 30min, bzw. 0,025%
bei 5min Einwirkzeit fihrten zu einer vollstandigen Inaktivierung von BVDV. Eine 0,05%-ige
Konzentration inaktivierte EAV sowohl innerhalb von 5 als auch von 30min vollstandig.
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Abbildung 24: Viruzide Wirkung von Glutaraldehyd im Holzkeimtragerversuch - bei BVDV und EAV

Tabelle 29: Durchschnittliche Titerreduktion des BVDV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Glutaraldehyd

Glutaraldehyd, BVDV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5min 30 min

0,0075 2,1 2,8

0,01 2,6 >2.8

0,025 2,9 >3,0

0,05 >2.9 /

Tabelle 30: Durchschnittliche Titerreduktion des EAV bei der Durchfuhrung der Keimtragerversuche mit
Glutaraldehyd

Glutaraldehyd, EAV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,025 2,6 2,7

0,05 2,7 3,0

0,075 >2.8 /

60



Ergebnisse
Ethanol

Eine ausreichend viruzide Wirkung von Ethanol wird fir BVDV erst durch héhere Konzentrationen
erreicht als fir EAV (Abbildung 25). Eine Inaktivierung von BVDV fand mit 5min Einwirkzeit bei
einer Konzentration von 35% statt, bei einer Einwirkzeit von 30min reichte ein Konzentration von
30% aus. Eine vollstéandige Inaktivierung von EAV fand nach einer Einwirkzeit von 5min bei einer
Konzentration von 30% statt. Durch Verlangerung der Einwirkzeit auf 30min lie3 sich die
notwendige Konzentration auf 25% senken.
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Abbildung 25: Viruzide Wirkung von Ethanol im Holzkeimtragerversuch - bei BVDV und EAV

Tabelle 31: Durchschnittliche Titerreduktion des BVDV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Ethanol

Ethanol, BVDV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

25 2,2 2,4

30 2,7 >2,7

35 >2.7 /

Tabelle 32: Durchschnittliche Titerreduktion des EAV bei der Durchfihrung der Keimtragerversuche mit Ethanol

Ethanol, EAV

Konzentration (%) Titerreduktion  (log1oKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

20 2,3 2,6

25 2,9 >2.8

30 >2,8 >2,8
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Peressigsaure

Unter Einwirkung von Peressigsaure zeigten sich kaum Unterschiede hinsichtlich der Stabilitat der
untersuchten Viren (Abbildung 26). Eine vollstandige Inaktivierung nach 5min Einwirkzeit trat
sowohl bei BVDV, als auch bei EAV bei Konzentrationen von 0,01% ein. Mit einer Verlangerung
der Einwirkzeit auf 30min sank bei BVDV die zur vollstandigen Inaktivierung notwendige
Konzentration auf 0,0075%, bei EAV dagegen auf 0,005% ab.
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Abbildung 26: Viruzide Wirkung von Peressigséure im Holzkeimtragerversuch - bei BVDV und EAV

Tabelle 33: Durchschnittliche Titerreduktion des BVDV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Peressigséaure

Peressigsaure, BVDV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,005 2,4 2,6

0,0075 2,5 >2,7

0,01 >2.7 /

Tabelle 34: Durchschnittliche Titerreduktion des EAV bei der Durchfihrung der Keimtrégerversuche mit
Peressigséaure

Peressigsaure, EAV

Konzentration (%) Titerreduktion  (log1oKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,0025 1,8 2,6

0,005 2,4 >2.8

0,0075 2,7 >3,1

0,01 >2,8 >2,8
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Natronlauge

Unterschiede in der Stabilitat der untersuchten Viren konnten in der Viruzidieprifung von
Natronlauge im Holzkeimtragertest kaum festgestellt werden (Abbildung 27). Eine vollstandige
Inaktivierung von BVDV und EAV erfolgte nach einer Einwirkzeit von 30min bei 0,1%. Bei einer
Verkirzung der Einwirkzeit auf 5min war eine Erhdhung der Konzentration auf 0,25% fir BVDV
notig um eine vollstandige Inaktivierung zu bewirken. Fir EAV war ein Anpassung der

Konzentration nicht erforderlich, hier war eine 0,1%-ige Konzentration ausreichend.
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Abbildung 27: Viruzide Wirkung von Natronlauge im Holzkeimtréagerversuch - bei BVDV und EAV

Tabelle 35: Durchschnittliche Titerreduktion des BVDV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Natronlauge

Natronlauge, BVDV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,075 2,6 2,8

0,1 2,5 3,0

0,25 2,9 >3,0

Tabelle 36: Durchschnittliche Titerreduktion des EAV bei der Durchfihrung der Keimtrégerversuche mit
Natronlauge

Natronlauge, EAV

Konzentration (%) Titerreduktion  (log1oKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5min 30 min

0,05 15 1,9

0,075 2,0 2,2

0,1 >2,8 >2,8
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Natriumhypochlorit

Bei der Prifung der viruziden Wirksamkeit von Natriumhypochlorit bedurfte es einer deutlich
héheren Konzentration zur Inaktivierung von EAV als fur BVDV (Abbildung 28). Eine vollstandige
Inaktivierung von BVDV konnte bei einer Einwirkzeit von 5min mit einer 2,0%-igen, bei einer
Einwirkzeit von 30min mit einer 1,0%-igen Natriumhypochloritibsung erreicht werden. Fur EAV
waren unabhangig von der Einwirkzeit Konzentrationen von 4% notig um das Virus ausreichend zu

inaktivieren.
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Abbildung 28: Viruzide Wirkung von Natriumhypochlorit im Holzkeimtrégerversuch - bei BVDV und EAV

Tabelle 37: Durchschnittliche Titerreduktion des BVDV bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit, BVDV

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,75 2,6 2,8

1,0 2,6 >2.8

1,5 2,6 >2.7

2,0 >2.7 >2.7

Tabelle 38: Durchschnittliche Titerreduktion des EAV bei der Durchfihrung der Keimtréagerversuche mit
Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit, EAV

Konzentration (%) Titerreduktion  (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

3,0 2,7 2,6

3,5 2,7 3,0

4.0 >2.8 >28
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4.6.3 Vergleich von in Allantoisflissigkeit vermehrtem NDV (All) mit in Zellkultur
vermehrtem NDV (ZK)

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Desinfektionsmittelprifung von NDV (All) und NDV (ZK)
verglichen. Beide Varianten wurden auf Holzkeimtragern getestet. Der Vergleich erfolgt hinsichtlich
der minimal bendtigten Konzentrationen der chemischen Grundsubstanzen fir eine vollstéandige
Inaktivierung der Prufviren. Um einen Unterschied hinsichtlich der Desinfektionsmittelwirkung im
Zusammenhang mit dem EiweiRgehalt darstellen zu kdnnen, wurden zwei Desinfektionsmittel
ausgewahlt, die einen Eiweil3fehler aufweisen kénnen. Hierbei wurden Einwirkzeiten von 5 und
30min berilcksichtigt. Eine vollstandige Inaktivierung entspricht einer Virustiterreduktion um
mindestens 3 log-Stufen im Vergleich zur Viruskontrolle. Die vollstdndigen Auflistungen der
Messwerte finden sich in den Tabellen 53 bis 56 des Anhangs (ab Seite 101).
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Glutaraldehyd

Fur eine vollstandige Inaktivierung von NDV (All) im Holzkeimtragerversuch war eine
Konzentration von 0,5% Glutaraldehyd bei einer Einwirkzeit von 30min notwendig (Abbildung 29).
Bei einer Verkirzung der Einwirkzeit auf 5min war ebenfalls eine 0,5%-ige Konzentration fir eine
vollstéandige Inaktivierung ausreichend. NDV (ZK) wurde bei einer Einwirkzeit von 30min durch
eine 0,1%-ige Glutaraldehydldsung vollstandig inaktiviert. Bei einer Verringerung der Einwirkzeit
auf 5min reichte ebenfalls eine 0,1%-ige Losung zur vollstéandigen Inaktivierung aus.
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Abbildung 29: NDV (All) und NDV (ZK) im Viruzidieversuch mit Glutaraldehyd

Tabelle 39: Durchschnittliche Titerreduktion des NDV (All) bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Glutaraldehyd

Glutaraldehyd, NDV (All)

Konzentration (%) Titerreduktion (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,1 0,7 2,4

0,25 2,4 3,3

0,5 3,6 3,5

Tabelle 40: Durchschnittliche Titerreduktion des NDV (ZK) bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Glutaraldehyd

Glutaraldehyd, NDV (ZK)

Konzentration (%) Titerreduktion  (log1oKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5min 30 min

0,075 / 2,7

0,1 3,2 3,2

0,25 >3,6 >3,7
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Peressigsaure

Kleine Unterschiede hinsichtlich der Stabilitdt der beiden NDV Varianten konnten im Versuch mit
Peressigsaure festgestellt werden (Abbildung 30). Sowohl fir NDV (All), als auch fir NDV (ZK)
konnten identische Konzentrationen fir eine vollstandige Inaktivierung bei 5 minutiger Einwirkzeit
verwendet werden. Hierfur war eine Konzentration von 0,1% notwendig. Bei Erhdhung der
Einwirkzeit auf 30 Minuten reduzierte sich die Konzentration fir NDV (All) auf 0,05%. Fir NDV (ZK)

war eine Konzentration von mindestens 0,025% notig fur eine vollstandige Inaktivierung.

0,12

c
‘° 0,1
5 0,1 -
2
oo
a 0,08 -
g
& e 0,06 - H NDV (All)
c
.g 004 - NDV (ZK)
s 0,025
[
] 0,02 - |
[ =
S

O i T 1

5 Minuten 30 Minuten

Abbildung 30: NDV (All) und NDV (ZK) im Viruzidieversuch mit Peressigséaure

Tabelle 41: Durchschnittliche Titerreduktion des NDV (All) bei der Durchfiihrung der Keimtrégerversuche mit
Peressigséaure

Peressigsaure, NDV (All)

Konzentration (%) Titerreduktion  (log1oKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,025 / 2,5

0,05 2,5 35

0,075 3,1 >3,4

0,1 >3,8 >3,9

Tabelle 42: Durchschnittliche Titerreduktion des NDV (ZK) bei der Durchfiihrung der Keimtragerversuche mit
Peressigsaure

Peressigsaure, NDV (ZK)

Konzentration (%) Titerreduktion  (logioKIDso/ml) Titerreduktion (logioKIDso/ml)
5 min 30 min

0,01 / 2,6

0,025 2,1 >3,6

0,05 2,5 >3,7

0,075 2,9 >3,8

0,1 >3,5 /
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5 Diskussion

51 Auswahlkriterien Prifviren

Es wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene Viren beziiglich lhrer Eignung als moégliches
Prufvirus im Rahmen der Erweiterung der "Richtlinien fir die Prifung von Desinfektionsverfahren
und chemischen Desinfektionsmitteln" der DVG untersucht. Da die Ergebnisse der chemischen
Desinfektionsmittelprifung auf ihre viruzide Wirksamkeit maf3gebend von der Wahl der
verwendeten Testorganismen abhéangt, erfolgt die Auswahl der Prufviren anhand diverser
Anforderungen. BORNEFF et al. (1975) forderten die Auswahl der Testkeime vor allem nach
praktischen Gegebenheiten auszurichten. Die Testorgansimen sollten mdglichst das gleiche
Erregerspektrum umfassen, gegen die das Desinfektionsmittel in der Praxis wirken muss. Diese
Vorgehensweise fuhrt jedoch zu einer Beschrédnkung des Desinfektionsmittels auf das

Keimspektrum, welches vom Priifumfang abgedeckt wurde.

Die EU-weiten Harmonisierungsbestrebungen fiir die Desinfektionsmittelprifung, mit dem Ziel der
Abgabe einer allgemeinen Anwendungsempfehlung berticksichtigend, wird die Auswahl der
Testorganismen in dieser Arbeit von verschiedenen Gesichtspunkten aus beleuchtet. Die
Testorganismen nehmen bei der Priifung chemischer Desinfektionsmittel eine stellvertretende
Position fiir viele andere Erreger ein. Angesichts dessen sollen die Testorganismen hinsichtlich
ihrer Widerstandsfahigkeit gegenlber auf3eren Einflissen den relevanten pathogenen Erregern
entsprechen oder sogar eine hthere Widerstandsfahigkeit aufweisen (KARNATH, 2011). Des
Weiteren sollte es sich weder um einen Zoonoseerreger, noch um den Erreger einer
anzeigepflichtigen Tierseuche handeln. Von entscheidender Bedeutung ist aul3erdem eine
einfache Handhabung unter Laborbedingungen, wie einfache Kultivier- und Auswertbarkeit,
deutliche zytopathische Effekte und hohe Ausgangstiter der Testorganismen missen problemlos

erreichbar sein.

In der vorliegenden Arbeit richtete sich die Auswahl der Viren nach letztgenannten Forderungen,

sowie der besonderen Bedeutung der Prifviren als Tierseuchenerreger.

5.1.1 Tierhaltung

Die fur die Prifung gewéhlten Testviren sollen die in den Tierhaltungen vorkommenden
wesentlichen Viren in lhrer Tenazitat reprasentieren. Der Keimtragerversuch ist insbesondere fir
Desinfektionsmittel, die im Tierhaltungsbereich eingesetzt werden sollen, der wichtigste
Wirksamkeitstest (TRUYEN, 2011a). Da die Desinfektionsmittelprifung nicht an allen in Frage
kommenden Materialien durchgefiihrt werden kann, muss eine bewusste Auswahl von méglichst

praxisnahen Keimtrdgern getroffen werden. Gleichzeitig wird angestrebt, dass die erzielten
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Ergebnisse auf andere Materialien uUbertragbar sind (BISPING & KIRPAL, 1974). Fur die
Validierung von Desinfektionsmittel fir den Tierhaltungsbereich ist die limitierende Oberflache Holz
(BOHM, 2011).

In Rahmen dieser Arbeit wurden das Bovine Virusdiarrhoe-Virus und das Equine Arteritis-Virus fur
die Viruzidieprifung im Bereich Tierhaltung ausgewahlt, diese werden im folgenden Teil n&her

erlautert.

5.1.1.1 Bovines Virusdiarrhoe-Virus

BVDV wurde in dieser Arbeit als Prifvirus fir den Tierhaltungsbereich ausgewahlt, da es sich um
einen in der Rinderpraxis relevanten und weit verbreiteten Tierseuchenerreger mit grof3er
epidemiologischer Bedeutung handelt. Vorteilhaft ist das Fehlen jeglichen zoonotischen Potenzials,
sowie die einfache Durchfihrung und Auswertbarkeit der Zellkulturnachweissysteme. BVDV
konnte mittels der permanenten Zelllinie MDBK innerhalb kurzer Zeit zu hohen Ausgangstitern
vermehrt werden. Nachteilig war die geringe Stabilitat des Virus beim Auftauprozess. Um

Titerverluste zu minimieren wurde ein mehrmaliges Auftauen und Einfrieren vermieden.

Im Rahmen der Vorversuche zeigte sich, dass BVDV im Trocknungsversuch instabil war. Bei der
60-mindtigen Trocknung im Brutschrank traten Titerverluste von bis zu 1,8 logioKIDso/ml und
minimal 1,5 logioKIDso/ml auf. Damit reduzierte sich der Ausgangstiter erheblich. Um die im
Keimtragerversuch entstehenden Ergebnisse analog der DVG-Richtlinien bewerten zu kdnnen,
sind allerdings sehr hohe Ausgangstiter notwendig. Die Richtlinien fordern eine minimale
Reduktion um 4 log-Stufen um eine vollstéandige Inaktivierung erreichen zu kdnnen. Aufgrund der
massiven Titerverluste beim Trocknungsvorgang konnte in der hier vorliegenden Arbeit nur eine
eingeschrankte Bewertung der Ergebnisse vorgenommen werden. Fur eine vollstandige
Inaktivierung wurde eine minimale Titerreduktion um mehr als 2,6 logioKIDso/ml angenommen. Um
die Titerverluste im Trocknungsvorgang zu verringern sollte (ber eine Alternative zur
sechzigminitigen  Brutschranktrocknung nachgedacht werden. Eine Verringerung der
Trocknungszeit und der Trocknungstemperatur wiirde wahrscheinlich zu einer Verbesserung der

Titer fihren. Eventuell bietet sich eine Trocknung der Holzkeimtrager im Exsikkator an.

In einer Studie von KOHLER (2006) gelang die von der DVG geforderte Reduktion des Titers um
mindestens 4 log-Stufen in zwei Holzkeimtragerversuchen mit kommerziellen Desinfektionsmitteln.
Die verwendete Zelllinie und der Virusstamm stimmten mit der hier vorliegenden Studie Uberein. In
der Arbeit von KOHLER (2006) kommt jedoch nicht zum Ausdruck, ob ein deutlich hoherer
Ausgangstiter die Trocknungsverluste kompensiert, oder der Einsatz von hogheren
EiweilRkonzentrationen die Trocknungsverluste derart minimieren kann. In den eigenen
Untersuchungen wurde die Eiweil3belastung auf die in den EN-Normen ubliche Grundbelastung

von 3% Rinderalbumin reduziert. Mdoglicherweise sind die hohen Titerverluste im
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Trocknungsvorgang begriindet durch die reduzierte Eiwei3belastung und den damit fehlenden
Schutz des Virus. Auch die durch die EN-Normen geforderte Verwendung von Rinderalbumin
anstelle von fetalem Kéalberserum bei der Herstellung der Belastungssubstanz differiert mit der
Studie von KOHLER (2006) und darf im Vergleich nicht auRer Acht gelassen werden.

Des Weiteren kdnnen mdogliche Ursachen in Arbeitsablaufen schon vor der eigentlichen
Versuchsdurchfiihrung begrindet sein. So wirde eine Erh6hung des Ausgangstiters die
Trocknungsverluste des Virus kompensieren. Eventuell fuhrte eine fehlerbehaftete Ausfuhrung der
Virusanzucht, die Bearbeitung der Zellkultur oder die Aufbereitung der Virussuspension zu einer
nachteiligen Beeinflussung des Ausgangstiters vom BVDV. Ebenso sollte die erwéhnte Instabilitat
des Virus beim Auftau- und Einfrierprozess als mogliche Ursache in Betracht gezogen werden.

5.1.1.2 Equines Arteritis-Virus

Als weiteres Prufvirus fir den Tierhaltungsbereich wurde in dieser Studie die Eignung des EAV
getestet. EAV wurde ausgewahlt weil durch seine Eigenschaft als behilltes Virus eine &hnliche
Tenazitat wie bei NDV erwartet wurde. Als in Europa und den USA weit verbreiteter
Infektionserreger der Pferde ist EAV fir den Einsatz in der Desinfektionsmittelpriifung im Bereich
Tierhaltung besonders geeignet. Vorteilhaft ist auch hier das Fehlen jeglichen zoonotischen
Potenzials, sowie die einfache Durchfiuihrbarkeit und Auswertung der Zellkulturnachweissysteme.
Innerhalb kurzer Zeit konnte EAV zu hohen Ausgangstitern mittels der permanenten VERO
vermehrt werden. Mehrmaliges Auftauen und Einfrieren wurde vermieden, um Titerverluste zu

minimieren.

Als nachteilig erwies sich die Instabilitdt des Virus im Trocknungsversuch. Nach der 60-minitigen
Trocknung im Brutschrank zeigten sich Titerverluste von bis zu 1,6 logioKIDso/ml und minimal 1,1
logioKIDso/ml. Diese erhebliche Reduktion des Ausgangstiters flhrte zu Problemen in der
Auswertung der nachfolgenden Versuche. Um die im Keimtragerversuch entstehenden Ergebnisse
gemal den DVG-Richtlinien bewerten zu kdnnen, sind sehr hohe Ausgangstiter notwendig. Die
Richtlinien fordern eine minimale Reduktion des Titers um 4 log-Stufen um eine vollstandige
Inaktivierung erreichen zu kdnnen. Die massiven Titerverluste lie3en in der vorliegenden Studie
nur eine eingeschrankte Bewertung der Ergebnisse zu. Fir das EAV wurde eine minimale
Titerreduktion um mehr als 2,8 logioKIDso/ml flir eine vollstdndige Inaktivierung angenommen.
Moglicherweise kann hier die Verwendung von hoheren Eiweil3belastungen Abhilfe schaffen. Es
wurde die in den EN-Normen ubliche Grundbelastung von 3% Rinderalbumin verwendet. Auch der
Einsatz von deutlich h6heren Ausgangstitern schon vor der Trocknung kdnnte zu einer besseren
Auswertbarkeit der finalen Ergebnisse fiihren. Weitere Fehlerquellen kdnnen, wie bereits beim
BVDV erwéhnt schon in den Arbeitsablaufen vor den eigentlichen Versuchen begrindet liegen
(siehe 5.1.1.1).
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5.1.2 Tierarztliche Praxis

Fir die Desinfektionsmittelprifung im Bereich tier&rztliche Praxis wurden das Feline Coronavirus
und das Murine Parvovirus als mdgliches Prifvirus ausgewéhlt. Da sich die zu desinfizierenden
Oberflachen in der tierarztlichen Praxis erheblich von denen in der Tierhaltung unterscheiden,
muss sich die Art des Keimtrdges und die organische Belastung in der Prifung nach diesen
spezifischen Anforderungen richten (TRUYEN, 2011b).

Die Prufung nach DIN EN 14675 erfolgt bei einer Temperatur von 10°C + 1°C und je nach
Anwendungsbedingung mit niedriger (3g/L bovines Albumin) bzw. hoher (10g/L bovines Albumin)
Belastung. Die DVG-Richtlinie sieht eine Versuchstemperatur von 20°C + 1°C mit dem Einsatz
von 40% antikorperfreiem bovinem Serum vor. Zusatzlich kénnen in der europaischen Norm
weitere Temperaturen (4°C, 20°C und 40°C) gewahlt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde fir
die Viruzidieprifung im Bereich tierarztliche Praxis eine niedrige Belastung (3g/L bovines Albumin)

ausgewahlt. Die Versuche fanden auf Stahlkeimtragern bei einer Temperatur von 20°C + 1°C statt.

5.1.2.1 Murines Parvovirus

Das MPV wurde als mogliches Prifvirus fur die Viruzidieprifung im Bereich tierérztliche Praxis
ausgewahlt. Es ist ein im Forschungsbereich weit verbreitetes Virus, mit hoher Stabilitat aus der
Familie der Parvoviren. Somit sind Rickschliisse auf andere in der tierarztlichen Praxis haufiger

vertretene Viren vergleichbarer Stabilitat moglich.

In zwei vorangegangenen Studien von KARNATH (2011) und KOHLER (2006) wurde bereits
versucht die beiden haufigsten in der Veterinarmedizinischen Praxis vorkommenden Parvoviren,
das canine Parvovirus und feline Panleukopenievirus, als Priifviren zu etablieren. Beide zeigten
Nachteile in der Aufbereitung und Auswertung. Als Manko beim caninen Parvovirus erwiesen sich
der ungenigende Ausgangstiter und das zusatzliche Durchfihren einer indirekten
Immunfluoreszens durch den fehlenden cpE. Beim felinen Panleukopenievirus war die lange

Beobachtungsdauer nachteilig.

Beim MPV zeigten sich nach 20-minutiger Trocknung auf Edelstahlkeimtragern im Exsikkator
geringgradige Titerverluste von 0,2 logioKIDso/ml. Die Kultivierung der fir die Vermehrung des
MPV notwendigen A9-Zellen war nicht unproblematisch. Die Zellen benétigten eine relative lange
Erholungsphase nach der Kryokonservierung. Auf3erdem zeigte sich im Verlauf der Versuche,
dass ausschlief3lich die frihen Passagen einen eindeutigen cpE zeigen konnten. Weiterhin als
nachteilig erwies sich die mit bis zu 14 Tagen sehr lange Infizierungsphase von MPV, bedingt
durch die sehr langsame Replikation des Virus. Nach 10-14 Tagen war eine eindeutige
Unterscheidung zwischen cpE und natirlicherweise zugrunde gegangenen Zellen nicht mehr in

jedem Fall méglich.
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Da in der vorliegenden Arbeit ein Ausgangstiter von 6,8 - 7,0 logioKIDso/ml verwendet wurde,
erfolgte die Bewertung der Titerreduktion um mindestens drei log-Stufen im Keimtragerversuch als
vollsténdige Inaktivierung des Virus. In weiteren Versuchen kénnte versucht werden durch eine
optimierte Vermehrung des MPV und Ultrazentrifugation der Virussuspension die Virustiter zu
verbessern und damit eine von den DVG-Richtlinien angedachte Titerreduktion um mindestens

vier log-Stufen zu erreichen.

5.1.2.2 Felines Coronavirus

Das FCoV wurde als potentielles Prufvirus ausgewahlt, weil es sich um ein weltweit in
Hauskatzenpopulationen vorkommendes Virus mit einer sehr hohen Seropravalenz von 50-90%
handelt. Mit einem dementsprechenden hohen Vorkommen in der Kleintierpraxis erscheint das
Virus als ideales Referenzvirus fur die Viruzidieprifung im Bereich tierarztliche Praxis. Auch das
Fehlen jeglichen zoonotischen Potentials und die einfache Handhabung der
Zellkulturnachweissysteme sind von Vorteil fir die Eignung als Prifvirus. Nachteilig war die
geringe Stabilitdt des Virus beim Auftauprozess. Um Titerverluste zu minimieren wurde ein

mehrmaliges Auftauen und Einfrieren vermieden.

Nach 20-minutiger Trocknung auf Edelstahlkeimtragern im Exsikkator zeigten sich keine bis
geringgradige Titerverluste von maximal 0,25 logioKIDso/ml. Die Kultivierung der fur die Anzucht
und Vermehrung von FCoV notwendigen CRFK-Zellen erwies sich als ausgesprochen
anwenderfreundlich. Innerhalb kurzer Zeit erholten sich die Zellen von der Kryokonservierung, eine
Auswertung des cpE war bis in hohe Passagen problemlos méglich. Der cpE war in jedem Falle
charakteristisch und eindeutig nach 4 - 7 Tagen ablesbar. Ausgangstiter bis maximal 7,2
log:0KIDso/ml fiihrten, analog zu MPV, zur Bewertung einer Reduktion des Titers um minimal drei

log-Stufen im Keimtragerversuch als vollstéandige Inaktivierung.

Zukunftig konnten durch intensive Bemihungen und Verbesserungen in den Arbeitsablaufen vor
den eigentlichen Versuchen hohere Ausgangstiter erzielt werden und damit die von den DVG-
Richtlinien gewiinschte minimale Reduktion um vier log-Stufen zur vollstandigen Inaktivierung

erreicht werden.

5.2 Viruzide Wirksamkeit der Desinfektionsmittel

Mit Ausnahme von Ethanol fihrten alle im Keimtragerversuch gepriften Desinfektionswirkstoffe zu
einer vollstandigen Inaktivierung der Prufviren. In den Ergebnissen wird die ausgesprochen hohe
Widerstandsfahigkeit von MPV im Vergleich zu allen anderen getesteten Viren deutlich. Es musste
stets, unabhéngig von der Einwirkzeit, eine hohere Konzentration fir eine vollstdndige

Inaktivierung eingesetzt werden.
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Starke Abweichungen in den Prifergebnissen ergaben sich bei der Verwendung von Ethanol. Es
zeigte sich, dass Ethanol in den gepriften Konzentrationen keine viruzide Wirkung gegenuber
MPV hatte, wohl aber alle anderen getesteten Viren mit Konzentrationen von maximal 35%
vollstéandig inaktivieren konnte. Wenngleich die schnelle und gute Wirkung der Alkohole im
Allgemeinen von Vorteil ist (BOHM & STRAUCH, 2002), so stellt doch die begrenzte Wirksamkeit
auf einige Vertreter der unbehillten Viren, wie den Parvoviren ein grol3es Problem dar. Einige
Studien dokumentieren die geringe viruzide Wirkung des Ethanols gegentber Parvoviren. So zeigt
die Studie von KARNATH (2011) die hohe Resistenz des caninen Parvovirus gegeniber Ethanol.
Auch die Arbeit von ENGELENBURG et al. (2002) kann die Stabilitat des caninen Parvovirus
gegenlber hochkonzentrierter Alkoholkonzentrationen bestatigen. Von ETERPI et al. (2009) wurde
die Wirkung von 70%-igem Ethanol auf das porzine Parvovirus und das Minute Virus of Mice
getestet und fir ungeniigend befunden. Der Einsatz von alkoholbasierten Desinfektionsmitteln

beim Verdacht auf Kontamination mit Parvoviren muss daher immer kritisch betrachtet werden.

Glutaraldehyd zeigte eine vollstandige Inaktivierung aller Viren bereits in niedrigen
Konzentrationen. BVDV wurde bereits mit einer Konzentration von 0,01% bei einer Einwirkzeit von
30 min vollstandig inaktiviert. Fir MPV wurden die hdchsten Konzentrationen mit 0,1% bei 5 min

Einwirkzeit benétigt, um eine ausreichende Inaktivierung zu gewahrleisten.

Auch Peressigsaure erwies sich als auflerst potentes Mittel. EAV und BVDV reagierten am
starksten auf die Wirkung von Peressigsaure, bereits eine Konzentration von 0,005% war in der
Lage EAV nach 30 min Einwirkzeit vollstandig zu inaktivieren. Fir FCoV brauchte es immerhin die
10-fache Menge, fir MPV noch hohere Konzentrationen von 0,25% um eine vollstandige
Inaktivierung zu erreichen. Die Verwendung von Konzentrationen ab 0,25% fiihrte bei den flr die
Kultivierung von MPV genutzten A9-Zellen zu toxischen Veranderungen. Da an toxisch
veranderten Zellen ein cpE nicht mehr ablesbar ist, war eine eindeutige Auswertung nicht mehr

maglich.

Bei Natriumhypochlorit zeigte sich eine zeitunabhangige Inaktivierung aller Prifviren, mit
Ausnahme vom BVDV, welches schon bei einer Konzentration von 1% mit 30min Einwirkzeit bzw.
2% und 5min Einwirkzeit vollstandig inaktiviert wurde. Eine ausreichende Wirkung gegen FCoV

und EAV wurde mit einer Konzentration von 4%, bei MPV mit einer 5%-igen Konzentration erzielt.

Natronlauge inaktivierte BVD und EAV schon in Konzentrationen von 0,1% bei 30 min Einwirkzeit.
Fur FCoV waren immerhin 0,5% notig. Fir eine vollstdndige Inaktivierung von MPV war die
héchste Konzentration von mindestens 1,5% bei 30min Einwirkzeit und 2,0% bei 5 min Einwirkzeit

notwendig. Diese hohen Konzentrationen fuhrten teilweise zu toxischen Reaktionen an den Zellen.
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5.3 Zusammenfassende Betrachtung - Eignung als Prifviren

5.3.1 Prufviren fur die Tierhaltung
Nach Auswertung der vorliegenden Ergebnisse ist eine Verwendung der beiden geprtften Viren far

die Desinfektionsmittelprifung im Bereich Tierhaltung nur eingeschrénkt zu empfehlen.

Sowohl BVDV als auch EAV sind weit verbreitete Tierseuchenerreger ohne zoonotisches Potential.
Die einfache Handhabung bei der Virusvermehrung und Kultivierung, die gute Ablesbarkeit des
cpE, die schnell erreichten hohen Ausgangstiter sowie die ausreichende Stabilitdt gegenlber

chemischen Desinfektionsmitteln sprechen fir eine Verwendung als Testvirus.

Die fehlende Stabilitat gegen Einfrier- und Auftauprozesse, sowie die enormen Trocknungsverluste
stehen der Nutzung als Prifvirus im Wege. Die DVG-Richtlinien fordern fiir eine vollstandige
Inaktivierung eine Reduktion des Titers um mindestens vier log-Stufen. Um dies zu erreichen muss
im Holzkeimtragerversuch ein Kontrolltiter von mehr als 7,1 logioKIDso/ml vorliegen. Die starken
Trocknungsverluste bedingen einen Ausgangstiter von mindestens 9,0 logioKIDso/ml, um
Kontrolltiter in dieser Hohe zu gewahrleisten. Weder BVDV noch EAV konnten zu solch hohen
Ausgangstitern vermehrt werden. Bei Beibehaltung des Trocknungsverfahrens von 60min bei 37°C
im Brutschrank ist eine Nutzung der beiden Viren fir die Desinfektionsmittelprifung nach DVG-
Richtlinien nicht méglich.

In einer weiteren Studie kdnnte versucht werden durch Optimierung der Versuchsablaufe héhere
Ausgangstiter zu erzielen. Alternativ  kdénnte dariiber nachgedacht werden das
Trocknungsverfahren zu andern. Der Einsatz eines Exsikkators konnte die Trocknungszeit
verkirzen und somit die Titerverluste der eingesetzten Prifvirnen minimieren. Auch eine
Herabsetzung der Trocknungstemperatur kdnnte einen positiven Effekt auf die Erhaltung der

Infektiositat der Viren erzielen.

5.3.2 Prufviren fur die tierérztliche Praxis
In Anbetracht der erzielten Ergebnisse kann eine Aufnahme des FCoV in die zukinftigen

Prufrichtlinien der DVG fir die Viruzidieprifung im Bereich tierarztliche Praxis empfohlen werden.

FCoV ist ein wichtiges, in der Praxis haufig vorkommendes Virus der Katze. Es ist nicht
humanpathogen und I&sst sich unter Laborbedingungen leicht zu hohen Titern vermehren. FCoV
zeigt einen ausgepragten cpE, gleichzeitig erfillt es die Forderungen nach einer ausreichend
hohen Stabilitat gegentiber chemischen Desinfektionsmitteln. Dies sind optimale Voraussetzungen
fur die Eignung als Prifvirus. Um der Forderung der DVG-Richtlinie nach einer minimalen
Titerreduktion von vier log-Stufen fur eine vollstdndige Inaktivierung nachzukommen, mussen fur
den Keimtragerversuch Kontrolltiter von mindestens 7,1 logi0KIDso/ml vorliegen. Als Ausgangstiter

sollten Werte von 7,5 logioKIDso/ml erreicht werden, um diese Kontrolltiter sicherstellen zu kénnen.
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MPV erflllt zwar zum einen als Vertreter einer, fur die tierarztliche Praxis bedeutsamen
Erregerfamilien und zum anderen durch seine hohe Stabilitdt gegeniiber Umwelteinflissen und
chemischen Desinfektionsmitteln zwei wichtige Anforderungen als Prufvirus. Jedoch sprechen
einige Faktoren gegen eine Aufnahme in die DVG-Richtlinie fur die Viruzidieprifung im Bereich
tierarztliche Praxis.

Hauptsachlich ist hier die langsame Replikation und die damit verbundene lange Versuchszeit zu
nennen. Die sich dadurch schwierig gestaltende Ablesung des cpE und die nicht einfache
Handhabung der fur die Kultivierung notwendigen Zellkulturnachweissysteme mit A9-Zellen sind
weitere Faktoren, die eine Eignung als Prifvirus behindern. Das Erzielen von ausreichend hohen
Ausgangstitern kann sich als problematisch erweisen. Um die von den DVG-Richtlinien geforderte
minimale Reduktion des Titers um vier log-Stufen zu erreichen, muss im Versuch ein Kontrolltiter
von mindestens 7,1 logioKIDso/ml mitgefiihrt werden und damit sollten Ausgangstiter von

mindestens 7,5 logioKIDso/ml vorliegen.

Auch nach Ausschopfung aller zur Verbesserung des Nachweissystems zur Verfigung stehenden
Mitteln ist MPV in Verbindung mit A9-Zellen ein schwierig zu handhabendes Prifsystem. Aufgrund
dessen ist die Aufnahme von MPV in die zukinftige DVG-Richtlinie zur Viruzidieprifung im Bereich
tierarztliche Praxis nicht empfehlenswert. Das bovine Parvovirus, welches bereits als Modellvirus
in der gemeinsamen Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der Viruskrankheiten
e.V. und des Robert-Koch-Instituts genutzt wird, kbnnte als Alternativvirus in Betracht gezogen

werden.
5.4  Alternatives Nachweissystem fiir NDV

5.4.1 Newcastle-Disease-Virus

In vorangegangenen Studien von KOHLER (2006) wurde bereits versucht ein Alternativvirus fir
NDV zu finden. Ursache hierfir war die aufwendige Vermehrung und Kultivierung im bis jetzt
verwendeten  Zellkulturnachweissystems.  Hierbei wurde aus bebriteten Huhnereiern
Huhnerembryofibroblasten frisch gewonnen. Diese sind in der Handhabung sehr empfindlich und
dienen zur Kultivierung und zum Nachweis von NDV. Die Empfindlichkeit gegentber auf3eren
Einflissen und eine gewisse Inhomogenitéat der gewonnenen Zellen waren Ursache von fraglichen
Bewertungen des cpE und damit einer nur geringen Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Die

Vermehrung von NDV erfolgte in der Allantoisfliissigkeit von SPF-HUhnereiern.

Anstelle eines Alternativvirus wurde in dieser Studie ein alternatives Vermehrungs- und
Zellkulturnachweissystem fur NDV, Stamm Montana gesucht und mit dem bisherigen System auf

seine Eignung fir die Desinfektionsmittelprifung verglichen.
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Die im Vergleich verwendete permanente Zelllinie LMH ist zur Kultivierung und Vermehrung von
NDV, Stamm Montana geeignet. Es wurde zum einen, gemal den bisherigen Vorgaben der DVG,
Virus in Allantoisflissigkeit vermehrt (NDV (All)). Zum anderen erfolgte die Vermehrung in der
permanenten Zelllinie LMH (NDV (ZK)). Beide Virussuspensionen wurden fur die weiteren
Versuche in der permanenten Zelllinie LMH kultiviert und bearbeitet.

Wichtig war nachzuweisen, ob ein Unterschied zwischen beiden Nachweisverfahren hinsichtlich
der Desinfektionsmittelwirkung vorliegt. Da der Verdacht nahe lag, dass das in der
Allantoisflussigkeit vermehrte NDV (All) einen deutlich héheren Eiweil3gehalt aufweist, wurden
parallel zu den Versuchen in beiden Virussuspensionen die Eiweillkonzentrationen gemessen. Die

Ergebnisse wurden verglichen und in Relation zueinander gesetzt.

5.4.2 Vergleich der Eiweilgehalte von NDV (All) und NDV (ZK)

Eiweil3gehalte wurden fir NDV (All) und NDV (ZK) in je drei Verdiinnungsstufen getestet. Die
Differenz zwischen NDV (All) und NDV (ZK) wurde mit steigender Verdinnung immer grof3er. So
war bei einer 1:10 fachen Verdunnung der Eiweil3gehalt in NDV (All) Gber dreimal so hoch wie in
NDV (ZK).

Die Prifung der Eiweil3gehalte bestétigt den bereits vermuteten hoheren Anteil an Eiweil3en von
NDV (All). Vor allem bei der Verwendung und Prufung von Desinfektionsmitteln, die einen
EiweiR3fehler aufweisen kdnnen, gestaltet sich die Nutzung von NDV (All) schwierig. Zu diesen
Desinfektionsmitteln gehéren unter anderem folgende in der vorliegenden Arbeit geprifte

Substanzen Glutaraldehyd und Peressigsaure.

Die EiweiRe wirken als "Schutzmantel" fir die Viren. Die Desinfektionsmittel reagieren mit den
Eiweil3en und verbrauchen sich. Fur das von Eiwei3en umhillte Virus steht unter Umstanden nicht
mehr gentgend freier Desinfektionsmittelwirkstoff zur Verfligung. Bedingt durch diesen Schutz den
die Eiweil3e dem Virus bieten, kann es zu falschen Ergebnissen kommen. Dies sollte in der
bevorstehenden Erweiterung der "Richtlinien fur die Prifung von Desinfektionsverfahren und

chemischen Desinfektionsmitteln” der DVG berucksichtigt werden.

5.4.3 Vergleich der Trocknungsverluste von NDV (All) und NDV (ZK)

Nach 60-minttiger Trocknung auf Holzkeimtragern, in einem Brutschrank bei 37°C, zeigte sowohl
NDV (All) als auch NDV (ZK) erhebliche Trocknungsverluste. Anhand der Ergebnisse der
Trocknungsversuche ist davon auszugehen, dass die Art der Virusanzucht keinen Einfluss auf die
Stabilitat des Virus im Trocknungsversuch hat. Bei beiden Varianten waren Titerverluste zwischen

1,3 und 1,6 logioKIDso/ml vorhanden.

Im Hinblick auf die Stabilitét der Viren ist anzunehmen, dass es durch das Trocknungsverfahren zu

einer erheblichen Beeinflussung des Versuchsablaufes, mit negativem Einfluss auf die Infektidsitat
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der Prufviren kommt. Die erhebliche Reduktion des Ausgangstiters fiuhrt zu Problemen in der
Auswertung der nachfolgenden Versuche. Um die Ergebnisse der Keimtragerversuche gemaf den
DVG-Richtlinien bewerten zu kénnen, sind sehr hohe Ausgangstiter notwendig. Die Richtlinien
fordern eine minimale Reduktion des Titers um vier log-Stufen um eine vollstandige Inaktivierung
erreichen zu konnen. Fir beide Virusvarianten wurde eine Titerreduktion um mindestens

3 log10KIDso/ml als vollstandige Inaktivierung angenommen.

Der Einsatz von hoOheren Ausgangstitern vor der Trocknung konnte zu einer besseren
Auswertbarkeit der finalen Ergebnisse fihren. Mdglichkeiten zur Erhéhung des Ausgangstiters sind
eine Verbesserung der Virusanzucht, Virusaufbereitung und Bearbeitung der Zellkultur. Ebenfalls
konnte durch Ultrazentrifugation versucht werden, den Ausgangstiter zu erhthen. Als weitere
Fehlerquelle, die zu einer nachteiligen Beeinflussung des Ausgangstiters gefiihrt haben kann, ist

die Instabilitat des Virus beim Auftau- und Einfrierprozess zu nennen.

5.4.4 Vergleich der Desinfektionsmittelwirkung auf NDV (All) und NDV (ZK)
Im nachfolgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der Desinfektionsmittelpriifung im
Holzkeimtragerversuch von NDV (All) und NDV (ZK) miteinander verglichen und diskutiert.

Ziel der Untersuchung war es herauszufinden, ob sich das alternative Vermehrungs- und
Zellkulturnachweissystem fur die Desinfektionsmittelprifung eignet. Hierfir wurden zwei
verschiedene Desinfektionsmittel getestet: Glutaraldehyd und Peressigsaure. Beide wurden mit
dem aktuellen Prufvirus NDV (All) und dem Alternativvirus NDV (ZK) getestet. Vergleichend sollte
gepruft werden, welche Konzentration notwendig ist um beide Viren vollstdndig zu inaktivieren. In
diesem Zusammenhang sollte gezeigt werden, ob die héheren Eiweil3gehalte von NDV (All) zu
einer Erhéhung der Konzentration der Desinfektionsmittel fur eine ausreichende Wirkung fuhren.
Dafur wurden fir die Praxis relevante Einwirkzeiten von 5 und 30 Minuten angenommen. Die
Versuche fanden bei einer Temperatur von 20°C statt. Aufgrund der hohen Titerverluste im
Trocknungsvorgang wird fur die vollstandige Inaktivierung eine Titerreduktion von mindestens

3 log1oKIDso/ml angenommen.
Glutaraldehyd

In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass Glutaraldehyd sowohl fir NDV (All) als auch fir
NDV (ZK) ein potentes Desinfektionsmittel darstellt. Wobei fir NDV (ZK) deutlich geringere
Konzentrationen fir eine vollstdndige Inaktivierung notig waren. Dies konnte bei 5 wie auch bei
30min Einwirkzeit beobachtet werden. Dieses Ergebnis belegt, den bereits im Versuch zur
Bestimmung  der  Eiweil3gehalte  vermuteten  Einfluss der  Eiweile  auf die

Desinfektionsmittelwirkung.
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Peressigsaure

Peressigsaure stellt fur beide, NDV (All) und NDV (ZK) ein geeignetes Desinfektionsmittel dar.
Auch in diesen Versuchen zeigte sich eine geringere Empfindlichkeit von NDV (All) gegenlber
dem Desinfektionsmittel. So wurde bei 30 minttiger Einwirkzeit fur die vollstandige Inaktivierung
von NDV (All) eine 0,05%-ige Losung bengtigt. Fir NDV (ZK) war eine 0,025%-ige Lésung fur das
gleiche Ergebnis ausreichend. Lediglich bei einer Einwirkzeit von 5 Minuten wurde fir NDV (All)
und NDV (ZK) die gleiche Konzentration von 0,1% fir eine vollstdndige Inaktivierung ermittelt.
Auch diese Ergebnis bestatigt die Resultate der vorangegangenen Versuche.

5.4.5 Eignung von NDV (ZK) als Prufvirus

Das Ziel der Untersuchungen war es, eine Moglichkeit zu finden, NDV weiterhin als Prifvirus zu
nutzen. Bei den Vorarbeiten zu den Versuchen stellte sich heraus, dass NDV (ZK) zwar
theoretisch deutlich einfacher in der Virusvermehrung ist, praktisch zeigten sich aber deutliche
Schwierigkeiten. Das Anzuchtsystem erschien sehr instabil. Zeitweise entstanden Wartezeiten von
bis zu sechs Wochen in denen kaum Wachstum in den Zellkulturen sichtbar wurde. Im Versuch
selbst machten die hohen Trocknungsverluste Probleme. Es mussten sehr hohe Ausgangstiter
erreicht werden um dies zu kompensieren. Fir eine vollstandige Inaktivierung fordern die DVG-
Richtlinien eine Reduktion des Titers um mindestens vier log-Stufen. Um dies zu erreichen muss
im Versuch ein Kontrolltiter von mehr als 7,1 logioKIDso/ml mitgefiihrt werden. Die starken
Trocknungsverluste bedingen einen Ausgangstiter von mindestens 8,8 logioKIDso/ml um
Kontrolltiter in dieser Hohe zu gewahrleisten. Im Zuge dieser Arbeit gelang es weder fiir NDV (All)

noch fur NDV (ZK) solch hohe Ausgangstiter zu erzielen.

Ein ausschlaggebendes Kriterium fir NDV (ZK) als Prufvirus war der deutlich geringere
Eiweil3fehler von NDV (ZK) im Vergleich zu NDV (All). Dies konnte in den Versuchen bestatigt
werden. Auch eine, mit dem Eiweil3fehler einhergehende scheinbare héhere Widerstandskraft von
NDV (All) gegen die angewendeten Desinfektionsmittel konnte nachgewiesen werden. Die
Ergebnisse der Desinfektionsmittelpriifung mit NDV (All) sollten deshalb kritisch betrachtet werden.
Vor allem beim Einsatz von Desinfektionsmitteln mit eventuellen Eiweil3fehlern missen héhere

Konzentrationen fur eine vollstandige Inaktivierung eingesetzt werden.

Zusammenfassend bleibt festzustellen, dass NDV (ZK) aufgrund des geringeren Eiweil3fehlers fur
die Desinfektionsmittelpriifung besser geeignet ist als NDV (All). Allerdings gestaltet sich eine
routinemafige Nutzung von NDV (ZK) als DVG-Prifvirus eher schwierig. Mit den bereits in den
Vorbereitungsarbeiten  auftretenden Problemen in der Zellkultur und den grof3en
Trocknungsverlusten im Versuch lasst sich kein nennenswerter Vorteil in Handhabung und

Durchfuihrung gegentber NDV (All) herausstellen.
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Um NDV (ZK) doch als DVG-Prifvirus standardmafig nutzen zu kdnnen, muisste in weiteren
Versuchen eine Verbesserung des Ausgangstiters angestrebt werden. Wichtiger ist es jedoch eine
Moglichkeit zu finden das genutzte Zellkulturverfahren zu optimieren, oder eine alternative,
verlassliche und einfache Methode zu finden, NDV zu vermehren. Ein Ansatz fir weitere Versuche
konnte die Arbeit von ARIFIN et al. (2010) sein. Er arbeitet mit NDV vermehrt in VERO-Zellen.
Gelingt die Optimierung der Zellkultur stellt dies einen herausragenden Vorteil gegentuber NDV (All)

dar.

Parallel dazu sollte die Trocknungsmethode fiir die Holzkeimtragerversuche nochmals tberdacht
werden. Sowohl NDV (All) als auch NDV (ZK) zeigten hier starke Verluste. Eine verkirzte
Trocknungszeit durch Nutzung eines Exsikkators und die Absenkung der Trocknungstemperatur

von bisher 37°C sollten Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.
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Desinfektionsmittel sind ein elementarer Bestandteil der Tierseuchenbekampfung und damit auch
der Lebensmittelsicherheit. Die Prifung chemischer Desinfektionsmittel ist Voraussetzung fur
deren zuverlassige Wirksamkeit und zielgerichteten Einsatz. In Deutschland geschieht dies nach
den Richtlinien der Deutschen Veterinarmedizinischen Gesellschaft e.V. (DVG). Seit der ersten
Fassung sind die Richtlinien einem standigen Anpassungsprozess unterworfen. Im Zuge der
europaischen Harmonisierung gilt es nun, sich gesamteuropéischen Richtlinien, verfasst durch das
europaische Komitee fur Normung (Comité Européen de Normalisation) (CEN) anzupassen. Das
Thema dieser Arbeit entwickelte sich im Kontext der derzeitigen Diskussion Uber
Verbesserungsvorschlage zu den bestehenden Richtlinien und deren Anpassung an die
europaischen Normen. Es wurden je zwei Testviren fur die Bereiche Tierhaltung und tierarztliche
Praxis ausgewahlt, um sie auf Eignung fir die Viruzidieprifung zu testen und gegebenenfalls zu
etablieren. Des Weiteren wurde in einem zweiten Teil, in Anlehnung an die Forderungen der
europaischen Normen die Prifung zu vereinfachen, ein alternatives Zellkulturnachweissystem fir

das Newcastle-Disease-Virus (NDV) geprdift.

Die Prufung der viruziden Wirksamkeit erfolgte mit funf verschiedenen Grundsubstanzen, gewahlt
um ein moglichst breites Spektrum an Desinfektionsmittelwirkstoffen abzudecken. Es wurden
Glutaraldehyd, Ethanol, Natronlauge, Natriumhypochlorit und Peressigsdure verwendet. Die

Versuche wurden mit einer niedrigen Eiwei3belastung und bei einer Temperatur von 20°C
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durchgefiihrt. Um eine praxisnahe Situation zu simulieren wurde auf, bereits in den DVG-
Richtlinien, verankerten Stahl- und Holzkeimtragertests zurtickgegriffen.

Als mdgliche Prifviren fur die Tierhaltung wurden das Equine Arteritis-Virus (EAV) und das Bovine
Virus Diarrhoe Virus verwendet. Bei beiden Viren handelt es sich um weit verbreitete
Tierseuchenerreger mit einer grof3en epidemiologischen Bedeutung. Die Untersuchung von finf
verschiedenen Desinfektionsmitteln erfolgte im Keimtragertest auf Holz. Sowohl EAV als auch
BVD stellen ein weniger geeignetes Prifvirus dar, da beide Viren enorme Titerverluste im
Trocknungsvorgang der Holzkeimtrager zeigten. Die Viren lie3en sich zwar leicht vermehren, aber
die erzielten Ausgangstiter reichten nicht aus um die Trocknungsverluste zu kompensieren und

aussagekraftige Ergebnisse zu produzieren.

Fir den Bereich tierarztliche Praxis wurden das Feline Coronavirus (FCoV) und das Murine
Parvovirus (MPV) genutzt. FCoV ist ein weltweit in Hauskatzenpopulationen vorkommendes Virus
mit einer hohen Seropravalenz und wurde daher ausgewéhlt. MPV wurde als Stellvertreter fur die,
in der Praxis haufig vorkommenden Parvovirusinfektionen gewahlt. Es schien ein ideales
Modellvirus aufgrund seiner weiten Verbreitung in der Forschung zu sein. Bei beiden Viren erfolgte
die Prufung auf Stahlkeimtragern. Unter Laborbedingungen konnte FCoV ohne Probleme zu hohen
Titern vermehrt werden. Es gab keine nennenswerten Trocknungsverluste. FCoV erwies sich als
geeignetes Prufvirus. MPV hingegen ist bedingt durch die langen Versuchszeiten und schwierig
auszuwertenden Zellkulturen, sowie wegen der niedrigen Ausgangstiter weniger geeignet als

Modellvirus fur die Desinfektionsmittelpriifung.

Die Anzucht von NDV in Allantoisflissigkeit von SPF Hiihnereiern erschien sehr aufwendig und mit
hohem Eiweil3fehler belastet. In den Versuchen konnte ein deutlich hoherer Eiweil3gehalt als in
den vergleichend gepriften, in Zellkultur angezogenen Viren nachgewiesen werden. Infolge der
Probleme mit der Kultivierung der LMH-Zelllinie und den damit verbundenen langen Wartezeiten
bis zur eigentlichen Versuchsdurchfihrung kann nur eine teilweise Empfehlung, von auf Zellkultur
vermehrtem NDV (NDV (ZK)) gegeben werden. Nach Behebung dieser Probleme ist durchaus
eine Ablésung, von in Allantoisfliissigkeit angeziichtetem NDV durch NDV (ZK) zu empfehlen. Die
Verféalschung der Ergebnisse durch die hoheren Eiweil3gehalte bei Desinfektionsmitteln mit

deutlichem Eiweil3fehler kdnnten so vermieden werden.
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Disinfectants are a basic part of control of animal diseases and food safety. Premise for reliable
effects and targeted use is the testing of disinfectants. In Germany, this occurs according to the
guidelines of German Veterinary Medical Society (Deutsche Veterinarmedizinische Gesellschaft
e.V., DVG) and the first version of the guidelines from 1974 has been adapted constantly. In the
course of European harmonization the guidelines are supposed to conform with European-wide
standard procedures issued by the European Committee for Standardisation (Comité Européen de
Normalisation, CEN). The issue of this paper was developed in context to the current discussion
about ideas for improving guidelines and to adjust them to the European standards. For each
testing field in animal husbandry and veterinary practice two viruses were chosen. They were
checked for their usability and the establishment of disinfection testing. Furthermore a second part
examines an alternative cell culture system for detecting newcastle disease virus (NDV) which are
in accordance to the requirements of European standards for simplifying the inspection. The
testing of virucidal effectiveness was done with five different biocidal agents selected to expose a
wide range of disinfectant agents. Glutaraldehyde, ethanol, sodium hydroxide, sodium hypochlorite
and peracetic acid were used. The experiments were performed with a low protein content and at a
temperature of 20°C. To simulate a realistic situation already enriched steel and wooden germ

carrier tests, which are in accordance with DVG guidelines, have been choosen.

As test viruses for animal husbandry, the Equine Arteritis Virus (EAV) and Bovine Viral Diarrhea
Virus (BVD) were used. Both viruses are widespread infectious diseases with a large
epidemiological significance. The investigation of five different disinfectants was done on wooden

germ carriers as well. Both, EAV and BVD, are less suitable test viruses and both viruses showed
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enormous loss of titer during drying the wood germ carriers. The virus was easy to multiply, but the
achieved starting titer were not sufficient to compensate the loss of drying and to produce

meaningful results.

Feline coronavirus (FCoV) and Murine parvovirus (MPV) were used for the field of veterinary
practice. FCoV is a worldwide occurring virus with a high seroprevalence, detected in domestic cat
populations. MPV was used as a surrogate for, in practice, frequently occurring infections with
parvoviruses. It seems to be an ideal model virus because of the wide occurrence in research.
Both viruses were tested on germ steel carriers. Under laboratory conditions, FCoV were multiplied
to high titers without problems. No significant drying losses were observed and proved FCoV to be
a suitable test virus. In contrast to that MPV is, due to the long experimental duration, the
difficulties in evaluating cell cultures and low starting titers, less qualified for disinfectant testing.

Cultivation of NDV in allantoic fluid seemed to be very complicated and shows a high protein error.
In experiments, a lower protein content in cell culture dressed virus was detected. Due to the
problems of culturing LMH cells and the associated waiting periods towards the actual
experimental procedure, only a partial recommendation for NDV increased in cell culture (NDV
(ZK)) can be given. After correcting these problems a detachment of in allantoic fluid cultured NDV
by NDV (ZK) is recommended. Distorted results by higher protein levels of disinfectants with
protein effect can be avoided.
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Tabelle 43: Eiwei3gehalte (in pg/ml) von NDV (All) und NDV (ZK)

Verdinnung NDV (All) NDV (ZK)

pur 6 3,6

=
w

4,5 1,6

1:10 1,9 0,6

Tabelle 44: Toxizitat von Glutaraldehyd

Glutaraldehyd Zellkultur

0,05 102 - - - - - - - - - .

10 - - - - - - - - - -

1073

0,25 10°

10°* - - - - - - - - - -
10° - - - - - - - - -

107° + + + + + + +

10°* - - - - - - - - - -

10°
Zeichenerklarung:- nicht toxisch + toxisch

Tabelle 45: Toxizitat von Ethanol

Ethanol Zellkultur

88



Anhang

Ethanol Zellkultur

Zeichenerklarung:- nicht toxisch + toxisch

Tabelle 46: Toxizitat von Peressigsaure

Peressigsaure Zellkultur

0,01 102 - - - - - - - - - .

10™ - - - - - - - - - -
10
0,1 10°
10* - - - - - - - - - -
10°

102

10™ - - - - - - - -
10°
Zeichenerklarung:- nicht toxisch + toxisch

Tabelle 47: Toxizitat von Natronlauge

Natronlauge Zellkultur
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Natronlauge Zellkultur

0,1 10? - - - - - - - - - -

10* - - - - - - - - - -

103

0,5 107°

2,0

10* / / - - / / / / / /
Zeichenerklarung:- nicht toxisch + toxisch / nicht untersucht

Tabelle 48: Toxizitat von Natriumhypochlorit

Natriumhypochlorit Zellkultur

0,75 10 - - - - - - - -

10 - - - - - - - -

1073

1,5 107°

10°* - - - - - - - -

1073
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Natriumhypochlorit Zellkultur

Konzen-  Verdin- CRFK A9 MDBK VERO LMH

tration in  nungsstufe

%

3,5 10° - - - - - - - -
10° - - - - - - - -
10 - - - - - - - -

4,0 10 - - - - - - - -
107 - - - - - - - -
10* - - - - - - - -

4,5 10” / / - - / / / /
10 / / - - / / / /
10 / / - - / / / /

50 102 / / - - / / / /
10 / / - - / / / /
10* / / - - / / / /

Zeichenerklarung:- nicht toxisch + toxisch / nicht untersucht

Tabelle 49: Behandlungsprifung aller verwendeten Zelllinien mit Glutaraldehyd, Ethanol, Peressigsaure,
Natronlauge und Natriumhypochlorit

Desinfektionsmittel Zellkultur

Mittel Konzen- CRFK A9 MDBK VERO LMH
tration in %

Glutar- 0,01 - - - - - - - - - -

aldehyd

Ethanol 50 - - = = - - - - - ;

Peressig- 0,005 - - - - - - - - - -

saure

Natron- 1 - - - = = - - - - -

lauge

Natrium- 2 - - - - - - - - - -

hypochlorit

Zeichenerklarung: - keine Veranderung des Infektidsitatstiters

Tabelle 50: Inaktivierungs-Bezugsprufung aller untersuchter Viren in den jeweiligen Zellkulturlinien

Formalin Virus

Verdinnungsstufe FCoV MPV BVDV EAV NDV

107 t t t t t t t t t t
1073 - - - - - - - - - -
10* - - - - - - - - - -
10° . = : = = . - - - -
10° - - - - - - - - - -
107 - - - - - - - - - -

Zeichenerklarung: t zytotoxisch fur die jeweilige Zelllinie - vollstédndige Inaktivierung
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Tabelle 51: Stahlkeimtrager - Einfluss der Trocknung auf die Stabilitat der Viren

Virus Ausgangstiter Endtiter Titerreduktion
(log10KIDso/ml) (log10KIDso/ml) (log10KIDso/ml)
MPV 6,8 6,6 0,2
6,8 6,6 0,2
FCoV 55 5,25 0,25
5,5 55 0

Trocknungszeit: 20min, Trocknungstemperatur: 20°C, Belastung: niedrig

Tabelle 52: Holzkeimtrager - Einfluss der Trocknung auf die Stabilitat der Viren

Virus Ausgangstiter Endtiter Titerreduktion
(log10KIDso/ml) (log10KIDso/ml) (log10KIDso/ml)
BVDV 5,8 4,0 1.8
7,1 5,6 15
EAV 7,4 5,8 1,6
6,8 57 1,1
NDV (ZK) 8,2 6,6 1,6
8,2 6,9 13
NDV (All) 8,0 6,6 14
8,0 6,4 1,6
Trocknungszeit: 60min, Trocknungstemperatur: 37°C, Belastung: niedrig
Tabelle 53: Viruzidieprifung Glutaraldehyd mit MPV
MPV Titer in log10KIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit ~ Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,0025 6,7 / / 5,7 1,0
0,0025 6,7 / / 5,6 11
0,005 6,7 / / 5,2 15
0,005 6,7 / / 5,6 11
0,0075 6,7 / / 4,5 2,2
0,0075 6,7 / / 4,6 2,1
0,01 6,7 / / 4,6 2,1
0,01 6,7 / / 4,9 1,8
0,025 6,7 / / 4,5 2,2
1 0,025 6,7 / / 4.6 2,1
S 0,025 6,6 / / 3,9 2,7
% 0,025 6,6 / / 4,0 2,6
= 0,025 6,6 / / 3,9 2,7
=) 0,025 6,6 / / 3,9 2,7
O 0,025 6,7 / / 4,5 2,2
0,025 6,7 / / 4,5 2,2
0,05 6,6 3,9 2,7 3,6 3,0
0,05 6,6 4,0 2,6 3,5 3,1
0,05 6,7 4.4 2,3 3,7 3,0
0,05 6,7 4,2 2,5 3,6 3,1
0,05 6,7 4,6 2,1 3,9 2,8
0,05 6,7 4,9 1,8 3,6 3,1
0,075 6,6 3,7 2,9 <3,2 >3,4
0,075 6,6 3,6 3,0 <3,2 >34
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MPV Titer in logioKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,075 6,7 3,6 3,1 <3,2 >3,5
0,075 6,6 3,6 3,0 <3,2 >3,4
15 0,075 6,7 4.0 2,7 3,2 3.4
S 0,075 6,7 3,7 3,0 3.4 3,3
c% 0,1 6,6 <3,2 >3,4 / /
= 0,1 6,6 <3,2 >3,4 / /
5 0,1 6,7 <3,2 >3,5 / /
o 0,1 6,6 <3,2 >3,5 / /
0,1 6,7 3,4 3,3 / /
0,1 6,7 3,4 3,3 / /

Zeichenerklarung: / nicht untersucht

Tabelle 54: Viruzidieprifung Ethanol mit MPV

Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

MPV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
70 6,6 6,7 0 6,5 0,1
70 6,6 6,6 0 6,4 0,2
70 6,7 6,6 0,1 6,6 0,1
70 6,6 6,4 0,2 6,5 0,1
70 6,7 6,7 0 6,7 0
70 6,7 6,7 0 6,2 0,5
75 6,7 6,7 0 6,4 0,3

S 75 6,6 6,5 0,1 6,4 0,2

5 75 6,7 6,6 0,1 6,6 0,1

= 75 6,6 6,6 0 6,5 0,1

L 75 6,6 6,5 0,1 6,4 0,2
75 6,7 6,8 0 6,5 0,2
80 6,6 6,6 0 6,2 0,4
80 6,6 6,6 0 6,5 0,1
80 6,7 6,4 0,3 6,4 0,3
80 6,6 6,7 0 6,2 0,4
80 6,7 6,6 0,1 6,7 0
80 6,7 6,8 0 6,6 0,1

Zeichenerklarung: / nicht untersucht

Tabelle 55: Viruzidieprifung Peressigsaure mit MPV

Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

MPV Titer in log10KIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
o 0,0075 7,1 / / 6,7 0,4
5 0,0075 7,1 / / 6,9 0,2
5 0,01 7,6 / / 6,9 0,7
2 0,01 7.1 / / 6,8 0,3
4 0,025 7,1 / / 6,9 0,2
K 0,025 7,6 / / 7,0 0,6
0,075 6,6 4.6 2,0 3,9 2,7
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MPV Titer in log1oKIDso/ml
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025 66 T T T T
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os 66 T T /1l
0,5 6,6 T T / /
os & T T /1
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o5 67 T T /1l
0,5 6,7 T T / /
Zeichenerklarung: / nicht untersucht T toxisch Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 56: Viruzidieprifung Natronlauge mit MPV

MPV Titer in log1oKIDso/ml

0,25 7,1 / / 5,1 2,0

0,75 6,7 / / 4,7 2,0

0,75 6,7 / / 4,5 2,2

0,75 6,6 / / 3,9 2,7

Natronlauge
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MPV Titer in log1oKIDso/ml
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Zeichenerklarung: / nicht untersucht T toxisch Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 57: Viruzidieprifung Natriumhypochlorit mit MPV

MPV Titer in log1oKIDso/ml

0,5 7,2 / / 6,9 0,3

0,75 7,2 / / 7,0 0,2

Natriumhypochlorit

5,0 6,7 <3,2 >3,5 3,5 3,5
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MPV Titer in logioKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit ~ Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel

50 6,6 / / <3,2 >3,4

5,0 6,6 / / <3,2 >3,4
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 58: Viruzidiepriifung Glutaraldehyd mit FCoV

FCoV Titer in log10KIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,001 5,9 / / 5,4 0,5
0,001 5,9 / / 5,2 0,7
0,0025 5,9 / / 4.7 1,2
0,0025 59 / / 5,6 0,3
0,005 5,9 / / 4,2 1,7
0,005 5,9 / / 3,5 2,4
0,0075 6,5 / / 3,6 2.9
0,0075 6,5 / / 3,4 3,1
0,0075 6,9 / / 4.4 2,5
0,0075 6,9 / / 4,1 2,8
0,0075 6,9 / / 4.4 2,5
0,0075 6,9 / / 4.5 2,4
0,01 6,5 51 1,4 3,4 3,1
0,01 6,5 5,4 1,1 <3,2 >3,3
0,01 6,5 51 1,4 3,6 2.9
1 0,01 6,5 4.7 1,8 3,6 2,9
S 0,01 6,9 5,4 1,5 3,7 3,2
% 0,01 6,9 5,4 1,5 3,7 3,2
= 0,025 6,9 3,5 3.4 <3,2 >3,7
5 0,025 6,9 3,7 3,2 <3,2 >3,7
o 0,025 6,5 3,4 3,1 <3,2 >3,3
0,025 6,5 3,4 3,1 <3,2 >3,3
0,025 6,5 3,5 3,0 <3,2 >3,3
0,025 6,5 3,5 3,0 <3,2 >3,3
0,05 6,5 <3,2 >3,3 <3,2 >3,3
0,05 6,5 <3,2 >3,3 <3,2 >3,3
0,05 6,5 <3,2 >3,3 / /
0,05 6,5 <3,2 >3,3 / /
0,05 6,8 <3,2 >3,6 / /
0,05 6,8 <3,2 >3,6 / /
0,075 6,2 / / <3,2 >3,0
0,075 6,2 / / <3,2 >3,0
0,1 6,2 / / <3,2 >3,0
0,1 6,2 / / <3,2 >3,0
0,25 6,2 / / <3,2 >3,0
0,25 6,2 / / <3,2 >3,0
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
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Tabelle 59: Viruzidieprufung Ethanol mit FCoV

FCoV Titer in log1oKIDso/ml

25 6,7 5,5 1,2 S5,

(6]
=
N

Ethanol

30 6,9 3,4 3,5 <3,2 >3,7

30 6,6 <3,2 >3,4 <3,2 >3,4

35 6,6 <3,2 >3,4 <3,2 >3,4

35 6,7 <3,2 >3,5 / /

35 6,7 <3,2 >3,5 / /

40 6,6 / / <3,2 >3,4

45 6,6 / / <3,2 >3,4

50 6,6 / / <3,2 >3,4

55 6,6 / / <3,2 >3,4

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
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Tabelle 60: Viruzidieprifung Peressigsaure mit FCoV

FCoV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
0,005 6,5 / / 6,2 0,3
0,005 6,5 / / 6,4 0,1
0,0075 6,5 / / 6,1 0,4
0,0075 6,5 / / 5,7 0,8
0,0075 6,7 / / 6,0 0,7
0,0075 6,7 / / 6,1 0,6
0,0075 6,7 6,7 0 6,7 0
0,0075 6,7 6,6 0,1 6,2 0,5
0,01 6,7 6,6 0,1 6,2 0,5
0,01 6,7 6,6 0,1 6,2 0,5
0,01 6,5 / / 55 1,0
0,01 6,5 / / 6,1 0,4
0,01 6,7 / / 5,4 1,3
0,01 6,7 / / 5,6 1,1
0,01 6,9 / / 6,1 0,8
0,01 6,9 / / 6,2 0,7

Qo 0,025 6,5 4.7 1,8 <3,2 >3,3

S 0,025 6,5 5,2 1,3 <3,2 >3,3

_% 0,025 6,7 5,6 1,1 3,4 3,3

] 0,025 6,7 5,5 1,2 4,2 2,5

S 0,025 6,7 5,7 1,0 <3,2 >3,5

o 0,025 6,7 5,7 1,0 <3,2 >3,5
0,05 6,9 3,5 3.4 <3,2 >3,7
0,05 6,9 3,5 3,4 <3,2 >3,7
0,05 6,9 3,6 3,3 <3,2 >3,7
0,05 6,9 3,5 3.4 <3,2 >3,7
0,05 6,9 / / <3,2 >3,7
0,05 6,9 / / <32 >3,7
0,05 6,7 3,5 3,2 <3,2 >3,5
0,05 6,7 <3,2 >3,5 <3,2 >3,5
0,075 6,9 <3,2 >3,7 / /
0,075 6,9 <3,2 >3,7 / /
0,075 6,9 <3,2 >3,7 <3,2 >3,7
0,075 6,9 <3,2 >3,7 <3,2 >3,7
0,075 6,8 <3,2 >3,6 <3,2 >3,6
0,075 6,8 <3,2 >3,6 <3,2 >3,6
0,1 6,3 / / <3,2 >3,1
0,1 6,3 / / <3,2 >3,1

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 61: Viruzidiepriufung Natronlauge mit FCoV

FCoV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel

s © o 0,075 6,7 / / 5,9 0,8

T D 0,075 6,7 / / 5,6 1,1

Z o>
0,075 6,7 / / 5,9 0,8
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FCoV Titer in logioKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,075 6,7 / / 5,9 0,8
0,075 6,7 / / 6,2 0,5
0,075 6,7 / / 6,4 0,3
0,1 6,7 6,6 0,1 6,1 0,6
0,1 6,7 5,5 1,2 6,1 0,6
0,1 6,7 5,5 1,2 5,9 0,8
0,1 6,7 5,2 1,5 5,7 1,0
0,1 6,7 5,0 1,7 5,4 1,3
0,1 6,7 5,7 1,0 5,4 1,3
0,25 6,7 5,5 1,2 <3,2 >3,5
L 0,25 6,7 4,2 2,5 <3,2 >3,5
=) 0,25 6,7 51 1,6 3,5 3,2
g 0,25 6,7 3,6 3,1 4.4 2,3
= 0,25 6,7 5,2 1,5 <3,2 >3,5
prd 0,25 6,7 3,7 3,0 <3,2 >3,5
0,5 6,9 <3,2 >3,7 <3,2 >3,7
0,5 6,9 <3,2 >3,7 <3,2 >3,7
0,5 6,9 <3,2 >3,7 <3,2 >3,7
0,5 6,9 <3,2 >3,7 <3,2 >3,7
0,5 6,9 <3,2 >3,7 <3,2 >3,7
0,5 6,9 / / <3,2 >3,7
0,5 6,2 / / <3,2 >3,0
0,5 6,2 / / <3,2 >3,0
0,75 6,2 / / <3,2 >3,0
0,75 6,2 / / <3,2 >3,0
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
Tabelle 62: Viruzidieprufung Natriumhypochlorit mit FCoV
FCoV Titer in log10KIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,5 6,7 / / 6,5 0,2
0,5 6,7 / / 6,5 0,2
0,75 6,7 6,7 0 6,0 0,7
0,75 6,7 6,4 0,3 6,2 0,5
0,75 6,6 / / 5,7 0,9
= 0,75 6,6 / / 6,0 0,6
g 1,0 6,7 6,5 0,2 55 1,2
S 1,0 6,7 6,4 0,3 5,7 2,0
N 1,0 6,6 / / 4.1 2,5
E 1,0 6,6 / / 3,7 2,9
=] 1,0 6,6 / / 55 1,1
5 1,0 6,6 / / 5,4 1,2
z 1,5 6,6 5,9 0,7 3,6 3,0
1,5 6,6 5,9 0,7 3,8 2,8
1,5 6,6 / / 4.8 1,8
1,5 6,6 / / 51 1,5
2,0 6,6 / / 4.0 2,6
2,0 6,6 / / 3,4 3,2
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FCoV Titer in logioKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
2,0 6,7 / / <3,2 >3,5
2,0 6,7 / / <3,2 >3,5
2,0 6,7 / / <3,2 >3,5
2,0 6,7 / / 3,5 3,2
2,5 6,6 / / 4.1 2,5
2,5 6,6 / / 3,5 3,1
2,5 6,9 5,4 1,5 3,5 3.4
2,5 6,9 5,6 1,3 3,6 3,3
2,5 6,7 3,6 3,1 4,1 2,6
2,5 6,7 4.0 2,7 <3,2 >3,5
3,0 6,9 3,6 3,3 3,5 3,4
3,0 6,9 3,6 3,3 3,4 3,5
3,0 7,0 4.6 2,4 <3,2 >3,8
= 3,0 7,0 4.6 2.4 4.0 2,0
g 3,0 6,7 4,7 2,0 3,2 3,5
2 3,0 6,7 5,4 1,5 <3,2 >3,5
e 3,5 6,9 3,4 3,5 3,5 3,4
E 3,5 6,9 3,2 3,7 <3,2 >3,7
=] 3,5 7,0 3,6 3,4 3,5 3,5
= 3,5 7,0 3,2 3,0 3,5 3,5
z 3,5 6,7 4.9 1,8 <3,2 >3,5
3,5 6,7 3,6 3,3 <3,2 >3,5
4.0 6,9 3,7 3,2 <3,2 >3,7
4.0 6,9 3,6 3,3 <3,2 >3,7
4,0 6,9 3,6 3,3 <3,2 >3,7
4.0 6,9 3,7 3,2 <3,2 >3,7
4.0 6,9 3,4 3,5 <3,2 >3,7
4.0 6,9 3,2 3,7 <3,2 >3,7
4.5 6,7 <3,2 >3,5 / /
4.5 6,7 <3,2 >3,5 / /
4.5 6,7 <3,2 >3,5 / /
4.5 6,7 <3,2 >3,5 / /
45 6,7 <3,2 >3,5 / /
4.5 6,7 <3,2 >3,5 / /
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
Tabelle 63: Viruzidiepriifung Glutaraldehyd mit BVDV
BVDV Titer in log1oKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit = Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,0025 6,0 / / 4.0 2,0
= 0,0025 6,0 / / 4,1 1,9
2 0,0025 6,0 / / 4.0 2,0
2 0,0025 6,0 / / 4,2 1,8
© 0,005 6,0 / / 3,4 2,6
g 0,005 6,0 / / 3,6 2,4
o) 0,005 5,8 / / 3,2 2,6
0,005 5,8 / / 3,2 2,6
0,005 5,8 / / <3,2 >2.6
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BVDV Titer in logioKIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
0,005 5,8 / / 3,4 2,4
0,005 6,0 / / 3,4 2,4
0,005 6,0 / / 3,2 2,6
0,0075 5,8 3,4 2,4 / /
0,0075 5,8 3,7 2,1 / /
0,0075 5,8 4.0 1,8 3,2 2,6
0,0075 5,8 3,7 2,1 3,2 2,6
0,0075 6,2 / / <3,2 >3,0
0,0075 6,2 / / <3,2 >3,0
0,01 5,8 3,6 2,2 <3,2 >2.6

= 0,01 5,8 3,4 2,4 <3,2 >2.6

> 0,01 6,2 3,6 2,6 <3,2 >3,0

2 0,01 6,2 3,7 2,5 <3,2 >3,0

® 0,01 6,2 <3,2 >3,0 / /

g 0,01 6,2 <3,2 >3,0 / /

o) 0,025 5,8 <3,2 >2.6 / /
0,025 5,8 <3,2 >2.6 / /
0,025 6,2 3,2 3,0 / /
0,025 6,2 3,2 3,0 / /
0,025 6,2 <3,2 >3,0 <3,2 >3,0
0,025 6,2 <3,2 >3,0 <3,2 >3.0
0,05 6,0 <3,2 >2.8 / /
0,05 6,0 <3,2 >2.8 / /
0,05 6,2 <3,2 >3,0 / /
0,05 6,2 <3,2 >3,0 / /
0,05 6,2 <3,2 >3,0 / /
0,05 6,2 <3,2 >3,0 / /

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 64: Viruzidieprifung Ethanol mit BVDV

BVDV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
15 6,2 / / 4,2 2,0
15 6,2 / / 4.4 1,8
20 5,8 4,1 1,7 3,2 2,6
20 5,8 4,2 1,6 3,7 2,1
20 6,0 4.5 1,5 3,7 2,3
20 6,0 4,2 1,8 3,6 2,4

S 25 5,8 3,6 2,2 3,5 2,3

S 25 5,8 3,4 2,4 3,7 2,1

= 25 6,0 4.0 2,0 3,4 2,6

L 25 6,0 3,9 2,1 3,5 2,5
30 5,8 <3,2 >2,6 <3,2 >2.6
30 5,8 3,2 2,6 <3,2 >2.6
30 5,8 <3,2 >2,6 <3,2 >2.6
30 5,8 <3,2 >2,6 <3,2 >2,6
30 6,0 <3,2 >2.,8 <3,2 >2.8
30 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.,8
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BVDV Titer in logioKIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel

S 35 59 <3,2 >2.7 / /

= 35 5,9 <3,2 >2,7 / /

= 35 5,9 <3,2 >2,7 / /

- 35 5,9 <3,2 >2,7 / /

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 65: Viruzidiepriufung Peressigsaure mit BVDV

BVDV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
0,0025 6,0 / / 3,5 2,5
0,0025 6,0 / / 3,5 2,5
0,0025 59 / / 3,6 2,3
0,0025 5,9 / / 3,4 2,4
0,005 59 3,4 2,5 3,2 2,7

o 0,005 5,9 3,2 2,7 3,2 2,7

T 0,005 59 3,6 2,3 3,4 2,5

S 0,005 5,9 3,7 2,2 3,4 2,5

7 0,0075 5,9 3,5 2,4 <3,2 >2.7

< 0,0075 5,9 3,2 2,7 <3,2 >2,7

o 0,0075 59 3,4 2,5 <3,2 >2.7
0,0075 5,9 35 2,4 <3,2 >2.7
0,01 59 <3,2 >2,7 / /
0,01 5,9 <3,2 >2.7 / /
0,01 5,9 <3,2 >2,7 / /
0,01 5,9 <3,2 >2.7 / /

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 66: Viruzidieprufung Natronlauge mit BVDV

BVDV Titer in log1oKIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
0,025 6,0 / / 3,4 2,6
0,025 6,0 / / 3,5 2,5
0,025 6,0 / / 3,5 2,5
0,025 6,0 / / 3,7 2,3
0,05 6,0 / / 3,4 2,6

oy 0,05 6,0 / / 3,6 2,4

= 0,05 59 / / 3,2 2,7

g 0,05 5,9 / / 3,2 2,7

= 0,05 59 / / 3,2 2,7

zZ 0,05 5,9 / / 3,5 2,4
0,075 6,0 3,6 2,4 3,6 2,4
0,075 6,0 3,6 2,4 3,2 2,8
0,075 6,2 3,5 2,7 3,2 3,0
0,075 6,2 3,2 3,0 3,4 2,8
0,1 6,0 3,6 2,4 3,2 3,0
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BVDV Titer in logioKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,1 6,0 3,7 2,3 <3,2 >2.8
oy 0,1 6,2 3,5 2,7 <3,2 >3,0
=] 0,1 6,2 3,5 2,7 <3,2 >3,0
g 0,25 59 <3,2 >2.7 / /
= 0,25 5,9 <3,2 >2.7 / /
pd 0,25 6,2 <3,2 >3,0 <3,2 >3,0
0,25 6,2 <3,2 >3,0 <3,2 >3,0
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 67: Viruzidieprifung Natriumhypochlorit mit BVDV

BVDV Titer in log1oKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit = Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,5 6,0 3,6 2,4 3,5 2,5
0,5 6,0 3,7 2,3 3,4 2,6
0,5 6,0 3,7 2,3 3,4 2,6
0,5 6,0 3,9 2,1 3,5 2,5
0,75 6,0 3,4 2,6 3,4 2,6
0,75 6,0 3,7 2,3 3,2 2,8
0,75 6,0 3,2 2,8 3,2 2,8
0,75 6,0 3,4 2,6 3,2 2,8
1,0 6,0 3,4 2,6 <3,2 >2.8
1,0 6,0 3,5 2,5 <3,2 >2.8
1,0 6,0 3,4 2,6 <3,2 >2.8
e 1,0 6,0 3,4 2,6 <3,2 >2.8
g 1,5 5,9 3,2 2,7 <3,2 >2.7
S 15 59 3,4 2,5 <3,2 >2.7
e 1,5 5,9 3,6 2,3 <3,2 >2.7
E 1,5 5,9 3,2 2,7 <3,2 >2.7
> 2,0 5,9 <3,2 >2,7 <3,2 >2,7
= 2,0 5,9 <3,2 >2.7 <3,2 >2.7
z 2,0 5,9 <3,2 >2,7 <3,2 >2.7
2,0 5,9 <3,2 >2.7 <3,2 >2.7
2,5 5,9 <3,2 >2,7 <3,2 >2.7
2,5 59 <3,2 >2.7 <3,2 >2,7
2,5 5,9 <3,2 >2.7 <3,2 >2.,7
2,5 5,9 <3,2 >2,7 <3,2 >2.7
3,0 5,9 <3,2 >2,7 <3,2 >2.7
3,0 59 <3,2 >2.7 <3,2 >2,7
3,5 5,9 <3,2 >2,7 <3,2 >2.7
3,5 59 <3,2 >2,7 <3,2 >2.7
4,0 5,9 <3,2 >2.7 <3,2 >2.7
4,0 5,9 <3,2 >2.7 <3,2 >2.7
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
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Tabelle 68: Viruzidieprifung Glutaraldehyd mit EAV

EAV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
0,0075 6,0 / / 3,6 2,4
0,0075 6,0 / / 3,4 2,6
0,0075 6,0 / / 3,5 2,5
0,0075 6,0 / / 3,4 2,6
0,01 6,0 / / 3,2 2,8
0,01 6,0 / / 3,7 2,3
0,01 6,0 / / 3,2 2,8
0,01 6,0 / / 3,2 2,8
0,025 6,3 4.0 2,3 / /

2 0,025 6,3 3,7 2,6 / /

S 0,025 6,0 3,7 2,3 3,5 2,5

% 0,025 6,0 <3,2 >2.8 3,2 2,8

P 0,025 6,0 3,2 2,8 3,2 2,8

5 0,025 6,0 3,2 2,8 <3,2 >2.8

o 0,05 6,3 3,6 2,7 <3,2 >3,1
0,05 6,3 3,6 2,7 <3,2 >3,1
0,05 6,0 <3,2 >2,8 <3,2 >2.8
0,05 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8
0,05 6,0 3,4 2,6 / /
0,05 6,0 3,2 2,8 / /
0,075 6,0 <3,2 >2,8 / /
0,075 6,0 <3,2 >2.8 / /
0,1 6,0 <3,2 >2.8 / /
0,1 6,0 <3,2 >2.8 / /

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 69: Viruzidieprufung Ethanol mit EAV

EAV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
15 5,9 / / 4.2 1,7
15 59 / / 3,5 2,4
15 5,9 / / 4.0 1,9
15 59 / / 4.5 1,4
20 6,0 3,2 2,8 3,2 2,8
20 6,0 3,5 2,5 3,7 2,3

S 20 6,0 4,1 1,9 3,7 2,3

S 20 6,0 4.0 2,0 3,2 2,8

= 25 6,3 3,2 3,1 / /

L 25 6,3 3,2 3,1 / /
25 6,0 <3,2 >2,8 <3,2 >2.8
25 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.,8
25 6,0 3,2 2,8 <3,2 >2.8
25 6,0 3,5 2,5 <3,2 >2.8
30 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8
30 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8
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EAV Titer in logioKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit ~ Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel

30 6,0 <3,2 >2,8 <3,2 >2.8

30 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 70: Viruzidieprifung Peressigsaure mit EAV

EAV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
0,001 6,0 / / 3,7 2,3
0,001 6,0 / / 3,4 2,6
0,001 6,0 / / 3,5 2,5
0,001 6,0 / / 3,4 2,6
0,0025 6,0 4.0 2,0 3,7 2,3
0,0025 6,0 4.4 1,6 3.4 2,6
0,0025 6,0 4,2 1,8 3,2 2,8
0,0025 6,0 4,2 1,8 3,4 2,6
0,005 6,0 3,9 2,1 <3,2 >2.8
0,005 6,0 3,9 2,1 <3,2 >2.8
0,005 6,0 3,2 2,8 <3,2 >2.8
0,005 6,0 3,4 2,6 <3,2 >2.8

o 0,0075 6,3 3,6 2,7 <3,2 >3,1

S 0,0075 6,3 3,6 2,7 <3,2 >3,1

S 0,0075 6,0 3,7 2,3 / /

< 0,0075 6,0 3,4 2,6 / /

< 0,0075 6,0 <3,2 >2,8 / /

o 0,0075 6,0 <3,2 >2.8 / /
0,01 6,0 <3,2 >2,8 <3,2 >2.,8
0,01 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8
0,01 6,0 / / <3,2 >2.8
0,01 6,0 / / <3,2 >2.8
0,025 6,0 / / <3,2 >2.8
0,025 6,0 / / <3,2 >2.8
0,025 6,0 / / <3,2 >2.8
0,025 6,0 / / <3,2 >2.8
0,05 6,0 / / <3,2 >2.8
0,05 6,0 / / <3,2 >2.8
0,05 6,0 / / <3,2 >2.8
0,05 6,0 / / <3,2 >2.8

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
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Tabelle 71: Viruzidieprifung Natronlauge mit EAV

EAV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
0,025 6,0 / / 4.7 1,3
0,025 6,0 / / 5,0 1,0
0,05 6,0 4.5 1,5 4,0 2,0
0,05 6,0 4.7 1,3 4,0 2,0
0,05 6,0 4.4 1,6 4,0 2,0
0,05 6,0 4.4 1,6 4.4 1,6
0,075 6,0 4,1 1,9 4.0 2,0
0,075 6,0 4,2 1,8 3,8 2,2
0,075 6,0 3,9 2,1 3,7 2,3

o 0,075 6,0 3,7 2,3 3,9 2,1

=y 0,1 6,3 3,4 2,9 / /

‘_Cf‘ 0,1 6,3 3,2 3,1 / /

o 0,1 6,0 3,2 2,8 <3,2 >2.8

cZ*B' 0,1 6,0 3,4 2,6 <3,2 >2.8
0,1 6,0 <3,2 >2,8 <3,2 >2.8
0,1 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8
0,25 6,0 / / <3,2 >2.8
0,25 6,0 / / <3,2 >2.8
0,25 6,0 / / <3,2 >2.8
0,25 6,0 / / <3,2 >2.8
0,5 6,0 / / <3,2 >2.8
0,5 6,0 / / <3,2 >2.8
0,5 6,0 / / <3,2 >2.8
0,5 6,0 / / <3,2 >2.8

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

Tabelle 72: Viruzidiepriufung Natriumhypochlorit mit EAV

EAV Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
2,5 6,0 / / 3.4 2,6
2,5 6,0 / / 3,2 2,8
3,0 6,0 3,5 2,5 3,5 2,5
3,0 6,0 3,4 2,6 3,4 2,6

= 3,0 6,0 3,2 2,8 3,4 2,6

g 3,0 6,0 3,2 2,8 3,2 2,8

S 3,5 6,0 <3,2 >2.8 / /

o~ 3,5 6,0 <3,2 >2,8 / /

E 3,5 6,3 3,7 2,6 3,2 3,1

=) 3,5 6,3 3,5 2,8 3,2 3,1

g 3,5 6,0 3,5 2,5 <3,2 >2.8

= 3,5 6,0 3,2 2,8 3,2 2,8
4.0 6,0 <3,2 >2.,8 <3,2 >2.8
4,0 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8
4.0 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8
4,0 6,0 <3,2 >2.8 <3,2 >2.8

Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
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Tabelle 73: Viruzidiepriifung Glutaraldehyd mit NDV (All)

NDV (All) Titer in log10KIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,0075 6,0 / / 5,2 0,8
0,01 6,0 / / 4.6 1,4
0,025 6,0 / / 4.9 1,1
0,05 7,7 / / 4.9 2,8
0,075 7,7 / / 5,4 2,3
0,075 6,1 / / 5,4 0,7
= 0,1 7,7 / / 6,1 1,6
2 0,1 7,0 / / <3,5 >3,5
2 0,1 6,1 5,6 0,5 4,0 2,1
© 0,1 6,1 5,2 0,9 / /
g 0,25 6,4 / / <3,7 >2.7
) 0,25 7,0 4.9 2,1 <3,2 >3,8
0,25 6,1 <3,5 >2.6 / /
0,5 6,4 <3,2 >3,2 <3,4 >3,0
0,5 7,1 <3,2 >3,9 <3,2 >3,9
0,75 7,1 <3,4 >3,7 <3,2 >3,9
0,75 7,0 <3,2 >3,8 <3,2 >3,8
1,0 7,1 <3,2 >3,9 <3,2 >3,9
1,5 7,1 <3,2 >3,9 / /
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
Tabelle 74: Viruzidieprifung Glutaraldehyd mit NDV (ZK)
NDV (ZK) Titer in log1oKIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,0075 6,5 / / 55 1,0
0,01 6,5 / / 4,2 2,3
0,025 6,5 / / 4,5 2,0
0,05 6,7 / / <3,7 >3,0
0,075 6,7 / / 4.6 2,1
2 0,075 7,0 / / <3,7 >3,3
S 0,1 6,7 <3,7 >3,0 4,2 2,5
% 0,1 6,7 / / <3,2 >3,5
= 0,1 7,0 <3,7 >3,3 <3,5 >3,5
5 0,25 7,0 <3,2 >3,8 <3,2 >3,8
o 0,25 6,7 <3,4 >3,3 <3,2 >3,5
0,5 7,0 <3,2 >3,8 <3,2 >3,8
0,5 6,7 <3,2 >3,5 <3,2 >3,5
0,75 6,7 <3,2 >3,5 <3,2 >3,5
0,75 7,0 <3,2 >3,8 <3,2 >3,8
1,0 6,7 <3,2 >3,5 / /
Zeichenerklarung: / nicht untersucht Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig
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Tabelle 75: Viruzidieprifung Peressigsaure mit NDV (All)

NDV (All) Titer in log10KIDso/ml

Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit  Reduktion Einwirkzeit  Reduktion

fektions- tration kontrolle 5min 30min

mittel
0,01 7,0 / / 4,1 2,9
0,01 7,0 / / 4.6 2,4
0,025 6,4 / / 5,0 1,4
0,025 7,0 / / <3,2 >3,8
0,025 6,1 / / 3,9 2,2

) 0,05 6,4 / / <3,4 >3,0

o 0,05 7,1 / / <3,2 >3,9

S 0,05 6,1 <3,5 >2.,6 / /

) 0,05 6,1 <3,7 >2.4 / /

< 0,075 7.1 4,4 2,7 <3,2 >3,9

o 0,075 6,4 / / <3,5 >2.9
0,075 7,0 <3,5 >3,5 / /
0,1 7,1 <3,4 >3,7 <3,2 >3,9
0,1 7,0 <3,2 >3,8 / /
0,25 7,0 <3,2 >3,8 / /
0,25 7,1 <3,2 >3,9 / /

Zeichenerklarung: / nicht untersucht

Tabelle 76: Viruzidieprifung Peressigsaure mit NDV (ZK)

Temperatur: 20°C; Belastung: niedrig

NDV (ZK) Titer in log10KIDso/ml
Desin- Konzen- Virus- Einwirkzeit Reduktion Einwirkzeit  Reduktion
fektions- tration kontrolle 5min 30min
mittel
0,01 6,7 / / 4.1 2,6
0,01 6,7 / / 4,1 2,6
0,025 6,7 4.6 2,1 <3,2 >3,5
& 0,025 6,9 / / <3,2 >3,7
3 0,05 6,7 <4,0 >2,7 <3,2 >3,5
5 0,05 7,0 4,7 2,3 <3,2 >3,8
a 0,075 6,7 4.2 2,5 <3,2 >3,5
< 0,075 7.0 / / <32 >3,8
o 0,075 6,7 <3,4 >3,3 / /
0,1 6,7 <3,2 >3,5 / /
0,1 6,7 <3,2 >3,5 / /
0,25 6,7 <3,2 >3,5 / /

Zeichenerklarung: / nicht untersucht
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Chemikalien und Reagenzien

PBS-Herstellung - Rezeptur

Aqua dest.: 1000 ml
Natriumchlorid (NaCl): 8,00 ¢
Kaliumchlorid (KCI): 0,209
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4): 1,449
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4): 0,24 ¢
pH - Wert: 7,4

Die Lésung wurde 15 Minuten, bei 121°C im Autoklaven sterilisiert.

WSH-Herstellung - Rezeptur
LOsung A:

1,98 g MgCl, und 4,62 g CaCl, werden mit Aqua dest. auf 100 ml aufgeflllt. Die entstandene
Lésung wird membranfiltriert oder autoklaviert

LOsung B:

3,5 g NaHCO; wird mit Aqua dest. auf 100 ml aufgeflllt. Die entstandene Lésung wird
membranfiltriert.

Gebrauchsldsung:

3 ml der Lésung A und 4 ml der Losung B werden in 500 ml Aqua dest. verdinnt. Es wird zur
Einstellung des pH-Wertes auf 7,0 = 0,2 ca. 45ul 6NHCI zugegeben.

Niedrige Belastung - Rezeptur

3 g Rinderalbumin werden in einem 100 ml Messkolben mit 90 ml Aqua dest. aufgeldst. Nach
Absetzen des Schaumes wird bis zur 100 ml Marke mit Aqua dest. aufgefillt. Anschliel3end wird
die Losung membranfiltriert und im Kihlschrank gelagert.
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