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Leitlinie der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung

der Viruskrankheiten (DVV) e.V.

Quantitative Prifung der
viruziden Wirksamkeit
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(Anwendung im Bereich Humanmedizin)
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1 Einleitung

Diese nationale Leitlinie orientiert sich am
europdischen Entwurf der CEN/TC 216/WG
1N 395rev. (Fassung Juni 2008) zur praxis-
nahen Priifung viruzider Desinfektionsmit-
tel fiir die Flachendesinfektion [CEN, 2008].

Die Leitlinie beschreibt die Durchfiih-
rung der quantitativen Priifung der viruzi-
den Wirksamkeit chemischer Desinfekti-
onsmittel, die zur Anwendung auf nicht-
pordsen Oberflichen im medizinischen
Bereich (z.B. in Krankenhdusern und an-
deren medizinischen und zahnmedizini-
schen Einrichtungen) vorgesehen sind. Die
Versuche zur Viruzidie sind mit den Belas-
tungen entsprechend den europiischen
Normen im Testansatz durchzufiihren.
Eine ausreichende Reduktion der Infekti-
ositdt bestimmter Testviren (i.d.R. Titer-
reduktion um 4 log, ) lasst den Schluss zu,
dass das Desinfektionsmittel unter den ge-
priiften Bedingungen die mit dieser Priif-
methode nachweisbaren viruziden Eigen-
schaften besitzt.

Das Priifverfahren simuliert die prakti-
schen Verhiltnisse fiir die Anwendung. Die
gewdhlten Bedingungen (Einwirkungszeit,
Konzentration, Temperatur u.a.) reflektie-
ren praxisrelevante Gegebenheiten - ein-
schlieflich solcher Bedingungen, die die
Wirkung von Desinfektionsmitteln beein-
flussen kdnnen. Um methodisch bedingte
Einfliisse auf die Tenazitit (z.B. durch die
verwendeten Zellen, Passagezahl, Zytoto-
xizitat, verwendetes Testvirus) und damit
auf die Priifergebnisse zu vermeiden, ist
eine geeignete Referenzsubstanz (in einer
definierten Konzentration und Einwirkzeit)
in jedem Testansatz mitzufithren (als inter-
ner Standard). Dieses Vorgehen ermdglicht



eine bessere Vergleichbarkeit von Priifer-
gebnissen bzw. Produkten.

In der vorliegenden Leitlinie finden
auch biometrische Aspekte besondere Auf-
merksamkeit. Damit soll sichergestellt wer-
den, dass der ermittelte Reduktionsfaktor
mit hoher Wahrscheinlichkeit die ,, wahre
Wirksamkeit” widerspiegelt. Aus den Er-
gebnissen der Priifung konnen daher unter
Beriicksichtigung der Priifbedingungen
Anwendungsempfehlungen durch den Her-
steller (bzw. Vertreiber) des Produkts fiir
die getesteten Desinfektionsmittel abgelei-
tet werden.

In dieser Leitlinie werden die Begriffe
,begrenzt viruzid” (wirksam nur gegen be-
hiillte Viren) und ,,viruzid“ (wirksam gegen
unbehiillte Viren und behdillte Viren) im
Sinne der Definition durch den Arbeitskreis
,Viruzidie am RKI* [RKI, 2004] verwendet.

2 Testviren

Es sind folgende Viren zu verwenden:

2.1 Wirkungsbereich
»begrenzt viruzid“
—MVA (Modifiziertes Vacciniavirus Anka-
ra’, erhiltlich tiber Prof. Sutter, LMU Miin-
chen) bzw. Vacciniavirus', Stamm Elstree

2.2 Wirkungsbereich ,,viruzid“

2.2.1 Viruzid (low level —d. h. ohne
Enteroviren und Parvoviren)

—Adenovirus Typ 5, Stamm Adenoid 75
(ATCC VR-5)

—Murines Norovirus (MNV), Stamm S99
(erhiltlich iiber das Friedrich-Loffler-In-
stitut, www.fli.bund.de)

—MVA (Modifiziertes Vacciniavirus Anka-
ra) bzw. Vacciniavirus, Stamm Elstree

2.2.2 Viruzid (high level-d. h. einschlieB3lich
Enteroviren und Parvoviren)

—Adenovirus Typ 5, Stamm Adenoid 75
(ATCC VR-5)

—Murines Norovirus (MNV), Stamm S99
(erhiltlich iiber das Friedrich-Loffler-In-
stitut, www.fli.bund.de)

—Murines Parvovirus (Minute Virus of
Mice, MVM; ATCC VR-1346)

3 Materialien

—Edelstahl-Plattchen (Carrier), rund,
Durchmesser 20 mm, Dicke 1,2-1,5 mm,

Edelstahl 1.4301 nach EN 10088-1. Die
Oberfliche muss auf beiden Seiten eine
Qualitit 2B nach EN 10088-2 aufweisen
(Bezugsquelle z. B. GK Formblech GmbH,
D-12277 Berlin, Art-Nr. 4174-3000)
Zylindrische Polypropylen Schraubver-
schlussgefale? (fiir Aufbewahrung der
Carrier wahrend der Einwirkzeit), Volu-
men 20 ml (z.B. Linge 50 mm, Durch-
messer 27 mm) (Bezugsquelle z. B. Sano-
wa Plasto-Form, In der Gerberswiese, 10,
69181 Leimen, www.sanowa.de, Bestell-
Nummer: §10-020).

Autoklav oder HeiRluftsterilisator
Schiittelgerit (z. B. Vortexer)
Zellkulturplatten (96 [ggf. 24-1-Loch-Mi-
krotiterplatten)

Pipetten, Verdrangungspipetten zur Do-
sierung alkoholischer Losungen bzw. vis-
koser Fliissigkeiten

CO,-Brutschrank

Inversmikroskop

Sterile Pinzetten

Messkolben

Belastungssubstanzen

Die Belastungssubstanzen miissen in
10-facher Konzentration, in der sie im Test
eingesetzt werden, hergestellt werden.

» Geringe Belastung

0,3 g BSA (Cohn-Fraktion V) werden in
90 ml Aqua dest. in einen 100-ml-Mess-
kolben gegeben. Danach wird bis zur
100 ml-Marke mit Aqua dest. aufgefiillt
und anschlieBend mittels Membranfiltra-
tion sterilisiert. Die Endkonzentration des
BSA im Priifverfahren betrdgt 0,3 g/l. Halt-
barkeit der Losung: 6 Monate bei -20°C.

» Hohe Belastung

BSA und Schaf-Erythrozyten-Suspension
3 ml Schaf-Erythrozyten (siehe a) werden
in 97 ml (3 % w/v) BSA-Losung (siehe b)
resuspendiert. Die Endkonzentration der
Schaf-Erythrozyten und des BSA in dem
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Priifverfahren soll 3 ml/l bzw. 3 g/l betra-
gen. Haltbarkeit der Suspension bis zu 7
Tagen bei 2-8°C.

a) Schaf-Erythrozyten

Fiir die Bereitung der Schaf-Erythrozyten
wird steriles defibriniertes Schafblut, das
kommerziell erhiltlich ist oder nach DIN
EN 14820 hergestellt wird, verwendet
[DIN EN 14820, 2004]. Dazu werden
mindestens 8 ml defibriniertes Schafblut
bei 800 g 10 min zentrifugiert. Nach Ver-
werfen des Uberstands werden die Ery-
throzyten in steriler Phosphat-gepuffer-
ter Kochsalzlosung (PBS) resuspendiert.
Dieser Vorgang wird mindestens 3-mal
wiederholt bis der Uberstand farblos ist.
b) BSA-Suspension

3 g BSA (Cohn-Fraktion V) werden in
90 ml Aqua dest. in einen 100-mI-Mess-
kolben gegeben. Danach wird bis zur
100 ml-Marke mit Aqua dest. aufgefiillt
und anschlieBend mittels Membranfiltra-
tion sterilisiert. Die Endkonzentration des
BSA in dem Priifverfahren betrigt 3 g/1.

—Aqua dest.: steriles destilliertes oder de-
mineralisiertes Wasser?

4 Carrier-Vorbereitung

Vor der Verwendung der Carrier sollten die-
se in einem Behilter mit einer entsprechen-
den Menge von 5 % (v/v) Decon 90® fiir 60
min (bei Raumtemperatur) eingelegt wer-
den, ohne dass sie dabei aneinander kleben
oder die Oberflache beschiddigt wird. An-
schliefend sind sie sofort griindlich mit
Aqua dest. 2 X fiir je mindestens 10 s zu
spiilen, um eine vollstindige Entfernung des
Tensids zu gewdhrleisten. Die Carrier wer-
den danach ohne zu trocknen fiir 15 min in
70 % (v/v) Ethanol eingelegt, 3 X je 10 s mit
Aqua dest. gespiilt und nachfolgend sterili-
siert (Dampf- oder HeiBluftsterilisation). Die

Aus Arbeitsschutzgriinden wurde in der Leitlinie der DVV/RKI (Blimel et al., 2008) die Priifung

mit Vacciniavirus durch MVA ersetzt. Die Ubergangszeit fiir die Priifung mit Vacciniavirus endet
vorerst am 1.9.2014. Sofern entsprechend geimpftes Personal diesen Test durchfiihrt, kann
ggf. Vacciniavirus auch darlber hinaus eingesetzt werden.

o

Bei der Auswahl der GeféaBe ist zu beachten, dass der Carrier horizontal gelagert werden kann

damit die aufgebrachte Desinfektionsmittellésung vollstandig auf dem Carrier verbleibt.

©

Die Spezifkationen fiir destilliertes Wasser werden gegenwartig Uberarbeitet. In europaischen

Normen wird die Freiheit von zelltoxischen Substanzen und die Destillation in einem Glasgefal
gefordert. Alternativ wird die Verwendung von Aqua ad iniectabilia gem&B europaischem Arz-
neibuch empfohlen. Somit sollte, sofern kein steriles Glas-destilliertes Wasser verwendet wird,
destilliertes oder demineralisiertes Wasser eingesetzt werden, dessen relevante Kennwerte wie
Leitfahigkeit und TOC denen, in der jeweils aktuellen Européischen Pharmakopde fiir Aqua ad

iniectabilia angegebenen, entsprechen.

4 nur beispielhaft aufgefihrt — auch andere Tenside konnen verwendet werden
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Carrier diirfen nur mit der Pinzette gehand-
habt und nur einmal verwendet werden.

5 Herstellung der
Testvirus-Suspensionen

Die Methoden, die zur Herstellung der Test-
virus-Suspension eingesetzt werden, kon-
nen in Abhédngigkeit vom Priifvirus differie-
ren. Die Viren sind in Zellkulturen zu ver-
mehren. Hierfiir kdnnen Zellen in Suspen-
sion oder adhirente Zellen (Monolayer) ver-
wendet werden. Der Virustiter sollte nicht
weniger als 10® TCID, /ml betragen. Dies
kann u.a. wie folgt gewihrleistet werden:
- Die mit dem Virus infizierten Kulturen kon-
nen mit dem gesamten Medium und Zell-
detritus mindestens einmal eingefroren
und aufgetaut werden. Sofern keine aus-
reichend hohen Titer erzielt werden, kann
anschliefend die Virus-Suspension®, nach
vorangegangener niedertouriger Zentri-
fugation, fiir 60 min bei 40.000xg und
+4°C zentrifugiert werden, so dass sich
die Viren im Bodensatz anreichern. Das
Sediment wird in wenig PBS oder Zellkul-
turmedium resuspendiert und zur Entfer-
nung von Zelldetritus ggf. erneut nieder-
tourig zentrifugiert.
Der Virustiter darf auch niedriger als
108 TCID, /ml sein, wenn gewahrleistet ist,
dass eine Titerreduktion von mindestens
4log,-Stufen bei der Desinfektionsmittel-
priifung erzielt werden kann.

6 Zelllinien

Die einzusetzenden Zelllinien und Kultur-
medien sind in Abhdngigkeit vom jeweili-
gen Priifvirus auszuwihlen — es konnen
Zellen in Suspension oder adhdrente Zellen
(Monolayer) verwendet werden. Bei langen
Inkubationszeiten ist die Verwendung von
suspendierten Zellen empfehlenswert.
Die folgenden Zelllinien werden fiir die
angegebenen Testviren empfohlen:

Testvirus Zelllinie®

Adenovirus Typ 5, A549 (humane Lungen-

Adenoid 75; karzinomzelllinie);

ATCC VR-5 ATCC CCL-185™
RAW 264.7 (murine

MNV, S99 Makrophagenzelllinie);
ATCC TIB-71™

MVM; A9 (murine L-Zelllinie);

ATCC VR-1346  ATCC CRL-1811
BHK-21 (Baby-Hamster-
Nieren-Zelllinie);

ATCC CCL-10™

MVA
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7 Herstellung der
Produktpriiflésung

Das zu priifende Desinfektionsmittel wird
in der vom Hersteller angegebenen Kon-
zentration und in zwei weiteren Konzentra-
tionen gepriift, wovon eine im nicht wirk-
samen Bereich liegen muss, um die Gren-
zen der Wirksamkeit zu ermitteln. Die Test-
konzentrationen werden mit Wasser stan-
dardisierter Harte (WSH, s. Anhang 5) —un-
ter Bertiicksichtigung der Herstellerangaben
zur Erzeugung der Gebrauchsverdiinnung
—gefertigt. Das unverdiinnte Produkt kann
ebenfalls als Produktpriiflosung verwendet
werden, sofern es so angewendet werden
soll. Priaparate, die unverdiinnt angewendet
werden bzw. in gebrauchsfertiger Form in
den Handel kommen, werden mit Aqua
dest. verdiinnt (zum Nachweis der Grenze
der Wirksamkeit).

Zur Herstellung der hochsten zu prii-
fenden Konzentration der Priiflosung aus
Feststoffen wird das Produkt (mindestens
1,0 g + 10 mg des Produkts) in einem Mess-
kolben mit WSH geldst. Nachfolgende Ver-
diinnungen fiir geringere Konzentrationen
werden ebenfalls mittels Messkolben auf
Volumen-Basis in WSH hergestellt.

Bei fliissigen Produkten werden die
Verdiinnungen des Produkts mit WSH bzw.
Aqua dest. auf einer v/v-Basis hergestellt.
Die Produktpriiflosung sollte frisch zube-
reitet und innerhalb von 4 h in der Priifung
eingesetzt werden. Der pH-Wert der An-
wendungslosung und des Konzentrates
muss vor Versuchsbeginn dokumentiert
werden. Dabei sollte es sich um eine phy-
sikalisch homogene Zubereitung handeln,
die wihrend des gesamten Verfahrens sta-
bil ist. Wenn im Laufe des Verfahrens eine
sichtbare Inhomogenitit oder andere Ver-
idnderungen auftreten (z.B. aufgrund der
Bildung von Prizipitaten oder Ausflockun-
gen durch die Belastungssubstanzen), so
ist dies im Priifbericht zu dokumentieren.
Die eingesetzten Konzentrationen des Pro-
duktes sind im Priifbericht anzugeben.

8 Durchfiihrung der
Viruzidie-Priifung

8.1 Prinzip des Tests

Das Virusinokulum (Testvirus-Suspension
mit Belastungssubstanz), wird auf einen
Carrier aufgetragen und getrocknet. An-
schlieBend wird das zu priifende Produkt

auf den getrockneten Film so aufgebracht,
dass das gesamte Virusinokulum bedeckt
wird. Der Carrier wird bei Raumtempera-
tur fiir einen definierten Zeitraum [(Ein-
wirkzeit (EWZ)] inkubiert. Am Ende der
gewahlten EWZ wird der Carrier mit eis-
kaltem Zellkulturmedium (ohne FKS) be-
deckt, damit die Wirkung des Desinfekti-
onsmittels sofort neutralisiert wird. Dann
erfolgt die Bestimmung des residualen Vi-
rustiters. Alle Versuche sind in zwei unab-
hingigen Ansitzen an unterschiedlichen
Tagen mit jeweils 3 Carriern pro Ansatz
durchzufiihren.

8.2 Wahl der experimentellen
Bedingungen

a) Mindestens zwei EWZ sind zu priifen.
Um Produktvergleiche zu ermdglichen,
werden 5 min EWZ gepriift. Zusdtzlich
ist eine weitere EWZ zu testen, die ent-
sprechend dem Anwendungsbereich aus-
gewihlt wird und ggf. der auszulobenden
EWZ entspricht. Die gepriiften Zeiten
miissen im Priifbericht angegeben wer-
den (siehe Pkt. 12.1).

b) Die Auswahl der Belastungssubstanz
sollte entsprechend den Anwendungs-
bedingungen des Produktes erfolgen:
Folgende Belastungssubstanzen konnen
gepriift werden: BSA (geringe Belas-
tung) und/oder BSA mit Schaf-Erythro-
zyten (hohe Belastung).

¢) Virusstimme: Die unter 2.1. bzw. 2.2 auf-
gefiihrten Stimme sind zu testen.

d) Priiftemperatur: Die Versuche sollen bei
Raumtemperatur (22°C + 3°C) durchge-
fihrt werden. Weitere Temperaturen
konnen — gemal den Angaben des Her-
stellers fiir die beabsichtigte Anwendung
—gepriift werden. Die Temperatur muss
im Priifbericht angegeben werden (siehe
Pkt. 12.1).

8.3 Vorbereitung zur
Viruzidie-Priifung

8.3.1 Herstellung des Virusinokulum

Zur Herstellung des Virusinokulum werden
neun Volumenanteile der Testvirus-Suspen-
sion mit einem Volumen der jeweiligen Be-
lastungssubstanz gemischt, z. B. 45 pl Test-
virus-Suspension mit S pl BSA bzw. 5 ul BSA/
Schaf-Erythrozyten, und kurz gevortext.

5 Ausnahme: Adenoviren durfen nicht ultrazen-
trifugiert werden.

5 Quelle z.B. ATCC (www.atcc.org)



8.3.2 Weitere Vorbereitungen

Vor der Priifung sind alle Losungen mit
Ausnahme der Testvirus-Suspension auf
20°C + 1°C zu bringen. Jeder Carrier ist
aseptisch in einem PlastikgefaR (s. Pkt. 3)
horizontal zu platzieren.

8.4 Testdurchfiihrung

50 pl des Virusinokulums werden in die
Mitte eines jeden Carrier pipettiert (Vertei-
lung auf ca. dreiviertel der Carrieroberfla-
che mit der Pipettenspitze, um eine Trock-
nung in der angegebenen Zeit zu gewahr-
leisten, s. Abbildung 1).

Abbildung 1:
Carrier mit
Virusinokulum
(getrocknet).

Danach werden die Carrier bis zur sichtba-
ren Trocknung (maximal 60 min) in der Si-
cherheitswerkbank bei laufendem Gebldse
gelagert. Anschliefend sind die Carrier
nach frithestens 15 min und innerhalb von
maximal 2 h nach Ablauf der Trocknungs-
zeit zu verwenden (Lagerung in der Sicher-
heitswerkbank). Je Konzentration und Ein-
wirkzeit sind 3 Carrier zu verwenden.

Das auf dem Carrier getrocknete Virus-
inokulum ist sorgfiltig mit 100 pl Priiflo-
sung zu bedecken. Wiahrend der EWZ wird
das GefaR nicht verschlossen. Unmittelbar
nach der EWZ wird der Carrier mit 900 pl
eiskaltem Zellkulturmedium (z. B. MEM)
iberschichtet und 1 min gevortext, um das
Virusinokulum zu resuspendieren und die
Wirkung des Priparates aufzuheben.

Anschliefend ist eine Verdiinnungsrei-
he in eiskaltem Zellkulturmedium anzule-
gen. Die Rohrchen der Verdiinnungsreihe
sind unmittelbar nach der Verdiinnung in
ein Eisbad (0-4°C) zu stellen. Die Verdiin-
nungen sind sofort auf Zellkulturen zu ver-
impfen (im Priifbericht ist die Zeit zwi-
schen dem Ende der Einwirkzeit und der
Verimpfung auf die Zellen anzugeben — sie-
he Pkt. 12.1). Dabei ist eine mdgliche
Nachwirkung des Desinfektionsmittels
auszuschlieBen (siehe Pkt. 9.1.3). Zur
quantitativen Bestimmung der (Rest)Infek-
tiositdt ist Pkt. 10 zu beachten.

9 Kontroll- und
Vergleichsversuche

9.1 Kontrollen im quantitativen
Suspensionsversuch und im
praxisnahen Carrierversuch

9.1.1 Viruskontrolle vor Antrocknung

50 pl Virusinokulum und 950 pl Medium

ohne FKS werden gemischt. Nach Ablauf

der maximalen Einwirkzeit sind Verdiin-
nungsreihen in log, -Schritten anzulegen
und der Titer (z.B. nach der Gleichung von

Spearmann und Kéarber, siehe Anhang 2) zu

bestimmen. Diese Kontrolle wird einerseits

als Ausgangswert fiir die Ermittlung der

Stabilitdt des Virus nach Antrocknung und

andererseits fiir die Bewertung der Nach-

wirkungskontrolle benotigt.

9.1.2 Viruskontrolle nach Antrocknung

50 pl des Virusinokulum werden auf den
Carrier gegeben und angetrocknet. Dann
erfolgt die Zugabe von 100 pl WSH. Nach
Ablauf der einzelnen gewahlten EWZ wer-
den 900 pl eiskaltes Medium ohne FKS zu-
gegeben. Es sind Verdiinnungsreihen an-
zulegen, und der Titer (z. B. nach der Glei-
chung von Spearmann und Kirber, siehe
Anhang 2) ist zu bestimmen. Diese Kontrol-
le wird fiir die Ermittlung des Reduktions-
faktors einer Priifsubstanz benotigt.

9.1.3. Nachwirkungskontrolle

100 pl Priifsubstanz (Testkonzentration)
und 850 pl eiskaltes Medium ohne FKS
werden gemischt. Dann werden 50 pl Vi-
rusinokulum zugegeben und der Ansatz fiir
die Zeitphase zwischen Beendigung der
EWZ des Desinfektionsmittels und Ansatz
der Verdiinnungsreihe zur Titration (siehe
8.4) im Eisbad inkubiert. AnschlieBend
werden Verdiinnungsreihen in log, -Schrit-
ten hergestellt und die Verdiinnungen zu
den Zellen gegeben. Der Titer ist z. B. nach
der Gleichung von Spearmann und Karber
(siehe Anhang 2) zu bestimmen. Die Diffe-
renz des ermittelten Titers der Nachwir-
kungskontrolle im Vergleich zur Viruskon-
trolle vor Antrocknung (siehe Pkt. 9.1.1)
sollte < 0,5 log,, sein.

9.1.4 Interferenzkontrolle-Kontrolle

der Zellsuszeptibilitat
Mit der Interferenzkontrolle soll nachge-
wiesen werden, dass die Suszeptibilitdt der
Zellen fiir die Virusinfektion durch die Be-
handlung mit dem Desinfektionsmittel nicht
negativ beeinflusst wird.
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Von der Produktpriiflosung (Testkonzentra-
tion) wird eine Verdiinnung hergestellt, die
keine Zytotoxizitdt (siehe Pkt. 9.1.5) zeigt.
Diese Mischung wird fiir 1 h analog der Art
der Bestimmung der Infektiositat der Virus-
suspensionen (sieche Anhang 1) mit der Zell-
kultur in Kontakt gebracht. Als Negativkon-
trolle werden parallel Zellkulturen in glei-
cher Weise mit PBS in Kontakt gebracht und
unter gleichen Bedingungen fiir 1 h inku-
biert. Nach der EWZ wird die Produktpriiflo-
sung bzw. PBS von der Zellkultur entfernt.
AnschlieRend werden Verdiinnungsreihen
der Virussuspension (siehe Pkt. 8.4) ange-
legt und der Titer auf den vorbehandelten
Zellen bestimmt. Die Differenz des Titers
nach Behandlung mit PBS und Produkt-
priifldsung sollte < 0,5 log, , sein.

9.1.5 Zytotoxizitdtskontrolle
Anstelle des Virusinokulums werden 50 pl
Medium ohne FKS auf den Carrier aufge-
tragen und getrocknet. AnschlieBend wer-
den 100 pl der Produktpriiflosung (Testkon-
zentration) auf den getrockneten Film so
aufgebracht, dass das getrocknete Medium
bedeckt wird. Der Carrier wird bei Raum-
temperatur inkubiert. Nachfolgend wird der
Carrier mit 900 pl eiskaltem Medium (ohne
FKS) iiberschichtet. Wie bei der Bestim-
mung der Virusinfektiositidt werden hiervon
Verdiinnungsreihen angelegt, mit denen
die Zellkulturen inokuliert werden.
Werden andere Verfahren als das unter
Pkt. 8.4 beschriebene Verdiinnungsverfah-
ren zur Verringerung der Zytotoxizitit oder
zur Authebung der Desinfektionsmittelwir-
kung (z. B. Gelfiltration, Mikrofiltration oder
chemische Neutralisation) angewendet,
sind diese entsprechend zu priifen (analog
der DVV/RKI-Leitlinie [Bliimel et al., 2008]).

9.2 Allgemeine Kontrollen

9.2.1. Zellkontrolle

Die Zellen werden wie im Versuchsansatz
behandelt jedoch nur mit Zellkulturmedium
versehen.

9.3 Priifung einer
Referenzsubstanz

Die Priifung einer Referenzsubstanz dient
dem Nachweis der Eignung der Testviren,
d.h. dem Nachweis, dass sie gegeniiber
bestimmten Wirkstoffen eine stets gleich-
bleibende Tenazitdt aufweisen. Die Aus-
wahl der Referenzsubstanz sollte sich am
Wirkstoff des zu priifenden Produkts ori-
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entieren — z. B. ist bei aldehydischen Pro-
dukten Glutaraldehyd (GDA) und bei oxi-
dativ-wirksamen Produkten Peressigsdure
(PES) zu verwenden. Bei Wirkstoffgemi-
schen sollte die Referenzsubstanz fiir den
Wirkstoff mit der hochsten Konzentration
im Produkt ausgewihlt werden. Die Prii-
fung wird analog Pkt. 8.4 durchgefiihrt,
wobei die Produktpriiflosung durch die Re-
ferenzlosung ersetzt wird.

In einer ersten Phase der Etablierung
dieser Priifmethode sind die Priiflabore
aufgefordert, laborinterne Referenzwerte
zu erstellen. Aus diesen Daten sollen zu ei-
nem spateren Zeitpunkt fiir die Bewertung
von Gutachten verbindliche Werte festge-
legt werden’. Orientierende Angaben zu
Reduktionsfaktoren bei verschiedenen Vi-
ren und Referenzsubstanzen sind in An-
hang 3 aufgefiihrt.

10 Bestimmung der
Infektiositdt der Virussus-
pensionen

Als Methodik werden i. d.R. quantale Teste
(Endverdiinnungsmethode) eingesetzt, bei
denen die Infektiositit der Versuchsansat-
ze in Makro- oder Mikrotests bestimmt
wird. Als Infektiositidtsparameter wird meist
der zytopathische Effekt (CPE) bestimmt
werden (siehe Anhang 1).

Fiir die quantalen Priifung miissen min-
destens 6-8 Vertiefungen mit 100 pl jeder
Verdiinnung inokuliert werden. Die Kultu-
ren sind fiir eine virusspezifische Zeit bei
einer geeigneten Temperatur zu inkubie-
ren. Nach der Inkubation ist der Virustiter
zu ermitteln. Dabei sollten die Verdiin-
nungsstufen, die mit der Zellkultur zur Er-
mittlung des jeweiligen Virusgehalts in
Kontakt gebracht werden, so gewahlt wer-
den, dass moglichst sowohl Reihen vorhan-
den sind, in denen alle Vertiefungen einen
zytopathischen Effekt zeigen, als auch sol-
che, in denen keine Vertiefung positiv ist.

Die Virustitrationen sind so durchzufiih-
ren, dass der Virustiter ein 95 % Konfiden-
zintervall (KI) von 0,5 log, , aufweist. Die
Anzahl der Replikate pro Verdiinnung (z. B.
6,8, 12 oder 16) und der Verdiinnungsfak-

’ Derartige Daten kdnnen dem DVV-Fach-
ausschuss (siehe: http://www.dvv-ev.de/)
Ubermittelt werden. Fur MVA liegen noch
keine konkreten Daten vor.
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tor in der Verdiinnungsreihe (z.B. 3, S oder
10), die fiir die Titration verwendet wird,
sind entsprechend festzulegen.

Alle Versuche sind in zwei unabhingi-
gen Ansitzen an unterschiedlichen Tagen
durchzufiihren.

11 Berechnung, Darstellung
und Bewertung der
Ergebnisse

11.1 Darstellung und Berechnung
der Ergebnisse

Alle Ergebnisse sind als Rohdaten und zu-

satzlich als logarithmische Werte (log,,

TCID,/ml) im Priifbericht tabellarisch dar-

zustellen.

Der Virustiter (TCID, /ml) kann auf ver-
schiedene Weise ermittelt werden, u.a.
nach der Gleichung von Spearman und Kar-
ber [Spearman, 1908; Kiarber 19311 (ein
Rechenbeispiel ist in der Leitlinie der DVV/
RKI [Bliimel et al., 2008] enthalten).

11.2 Berechnung des
Reduktionsfaktors (RF)

Die Beurteilung der Wirksamkeit der Des-
infektionsmittel-Verdiinnung erfolgt durch
die Ermittlung des RF. Der RF ist die Diffe-
renz aus dem ohne Einwirkung des Desin-
fektionsmittels erhaltenen Infektiositétstiter
(log,, TCID,/ml) der Viruskontrolle (siche
Pkt. 9.1.2) und dem nach Einwirkung des
Desinfektionsmittels erhaltenen Infektiosi-
tatstiter (siehe Pkt. 8.4 und 10). Die Titer
sind mit ihrem 95 % KI zu ermitteln und
daraus der RF mit dem 95 % KI zu berech-
nen (siche Anhang 2).

11.3 Bewertung der Ergebnisse

Von einer ausreichenden, Desinfektions-
mittel-bedingten Titerreduktion ist auszu-
gehen, wenn der berechnete RF der min-
destens 6 Ansdtze (2 Ansatze mit je 3 Car-
riern mit Desinfektionsmittel) fiir die aus-
gelobte Konzentrations-Zeit-Relation min-
destens 4 log, , betragt.

Die Ergebnisse diirfen nicht durch zy-
totoxische Einfliisse, Interferenzen oder
Nachwirkung des Desinfektionsmittels be-
eintrachtigt sein.

Der Test ist deshalb nur gtiltig, wenn
folgende Kriterien erfiillt sind:

a) Die Testvirus-Suspension besitzt min-
destens einen Titer, der die Bestimmung

einer 4 log,, Reduktion nach Behandlung
mit dem Desinfektionsmittel erlaubt (in
der Regel 108 TCID, /ml).

b) Der RF fiir die entsprechende Referenz-
substanz entspricht den Angaben in Ta-
belle 1.

¢) Die Zytotoxizitdt des Produktes beein-
triachtigt nicht die Zellmorphologie und
das Zellwachstum oder die Empfindlich-
keit fiir das Priifvirus bzw. sollte so gering
sein, dass der Nachweis einer Reduktion
des Virustiters um 4 log,, moglich ist.

d) Der Interferenztest zeigt keinen Suszep-
tibilitdtsverlust der Zellen. Die Differenz
des hiermit ermittelten Titers im Ver-
gleich zur Negativkontrolle (mit PBS)
sollte < 0,5 log, , betragen.

e) Von einer zu vernachldssigenden oder
nicht vorhandenen Nachwirkung des
Desinfektionsmittels kann ausgegangen
werden, wenn die Differenz des Titers
im Vergleich zur Viruskontrolle (siehe
9.1.1) =<0,5log,, betragt.

12 Priifbericht

Der Priifbericht muss alle Angaben enthal-

ten, die zur Beurteilung der Testdurchfiih-

rung und der erzielten Ergebnisse erfor-

derlich sind (siehe Pkt. 11 und Pkt. 12.1).

—In der Einleitung sollte kurz berichtet wer-
den, fiir welchen Anwendungsbereich das
Mittel eingesetzt werden soll. Insbeson-
dere muss angegeben werden, unter wel-
chen Bedingungen das Mittel anzuwen-
den ist.

- Die Wirkstoffe des Desinfektionsmittels
miissen vollstindig angegeben werden.

—Das Desinfektionsmittel ist genau zu be-
schreiben: Chargen-Nr., Herstellungsda-
tum, Verfallsdatum, physikalische Eigen-
schaften, Farbe, pH-Wert (der pH-Wert
der Priifldsungen im Priifmuster und in
der Gebrauchsverdiinnung mit WSH soll
gemessen werden; dies gilt nicht fiir al-
koholische Losungen > 60 % !).

—Die Herkunft, Praparation und Passage-
zahl des Priifvirus sowie der verwendeten
Zelllinien miissen beschrieben werden.

—Die Methodik fiir die Priifungen und die
Kontrollversuche muss entsprechend den
durch die Leitlinie vorgegebenen Abliu-
fen und den im Labor konkreten Detailum-
setzungen beschrieben werden. Ein Ver-
weis auf die Leitlinie ist nicht ausreichend.
Insbesondere ist die Herstellung und ggf.
die Art der Aufkonzentrierung der Testvi-
rus-Suspension genau zu beschreiben.



MaBnahmen zu Verminderung der Zyto-
toxizitdt, der Nachwirkung oder Neutra-
lisation der Priifsubstanz sowie der Nach-
weis, dass diese das Priifergebnis nicht
beeintrachtigen, sind ebenfalls darzule-
gen. Die Ergebnisse aller Versuche miis-
sen tabellarisch als Rohdaten und als be-
rechnete Titer (TCID, /ml), einschlieBlich
der 95 % KI angegeben werden. Die Me-
thode der Titerberechnung muss ebenfalls
genannt werden.

12.1 Angaben, die im Priifbericht
enthalten sein miissen

a) Name und Anschrift des
Priiflaboratorium
b) Identifizierung der Probe:
—Produktbezeichnung
— Chargennummer
- Verfallsdatum (falls verfiigbar)
- Hersteller
— Herstellungsdatum
—Datum der Lieferung
- Lagerungsbedingungen
- Wirkstoff(e) und deren
Konzentration(en) (Bezeichnungen
gemall [UPAC-Regeln sowie Bezeich-
nungen auf den Etiketten)
—Beschreibung des Produktes (Ausse-
hen, Geruch, pH-Wert)
¢) Priifbedingungen
—Zeitraum der Analyse
- Priiftemperatur
- Titrationsverfahren
- Priifkonzentrationen
- Einwirkzeiten
- Belastungssubstanzen
d) Beschreibung der Durchfiihrung des
Tests
—Titer der Testvirus-Suspension
- Beschreibung der einzelnen Tests und
Kontrolluntersuchungen
—maximal nachweisbare RF mit Desin-
fektionsmittel
- RF bei der Referenzsubstanz
e) Darstellung der Priifergebnisse
—Beschreibung
—Tabelle der Ergebnisse aller Tests
f) Schlussfolgerung iiber die Wirksamkeit
des Produkts unter den aktuellen Testbe-
dingungen
g) Datum und Unterschrift
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Anhang 1

Hinweise zur Durchfiihrung
des Infektiositatstests

Die Priifung der Infektiositit der Virus-Sus-
pensionen (Virusausgangslosung, Kontrol-
len, resuspendierte Test-Suspension) und
ihrer jeweiligen Verdiinnungen kann als
(Mikrotiter-) Plattentest zur Bestimmung
der TCID, /ml erfolgen.

(Mikrotiter-) Platten-Test
a) Beispiel: Virustitration unter Verwen-
dung einer Zellsuspension

Die Verdiinnung der Virussuspension er-
folgt z.B. in 10-er Verdiinnungsschritten in
geeignetem Zellkulturmedium. Von jeder
Verdiinnung werden 100 pl in mindestens
6-8 Vertiefungen einer z.B. 96-Loch-Mik-
rotiterplatte iiberfiihrt, beginnend mit der
hochsten Verdiinnung. Die letzte Reihe der
Mikrotiterplatte dient als Zellkontrolle. Alle
Vertiefungen enthalten zusatzlich je 100 pl
Zellsuspension, die abhdngig von dem
Priifsystem, vor oder nach der Virussus-
pension in die Vertiefungen gegeben wer-
den. Nach der entsprechenden Inkubati-
onszeit ist der virusspezifische zytopathi-
sche Effekt mikroskopisch abzulesen.

b) Beispiel: Virustitration unter Verwen-
dung von Zellkultur-Monolayern

Die Verdiinnung der Virus-Suspension er-
folgt in z.B. 10-er Verdiinnungsschritten
(100 pl Virus-Suspension) in geeignetem
Zellkulturmedium. Von jeder Verdiinnung
werden 100 pl in mindestens 6-8 Vertiefun-
gen einer z. B. 96-Loch-Mikrotiterplatte mit
einem konfluenten (>90 %) oder subkon-
fluenten (<90 %) Zellmonolayer (abhingig
von der virusspezifischen Inkubationszeit
und dem eingesetzten Virus) tiberfiihrt. Die
letzte Reihe der Mikrotiterplatte dient als
Zellkontrolle (mit 200 pl Erhaltungsmedi-
um). Nach der entsprechenden virusspezi-
fischen Inkubationszeit ist der zytopathi-
sche Effekt mikroskopisch abzulesen.

Anhang 2

Biometrische Auswertung der
Versuchsansatze und Beurteilung
der virusinaktivierenden Wirkung
(Reduktionsfaktor [RF])

Bei Versuchsansitzen (Kontrollversuche),
die im Suspensionsversuch getestet wer-
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den, sind die Berechnungen entsprechend
der DVV/RKI-Leitlinie [Bliimel et al., 2008]
durchzufiihren, in der auch eine Beispiels-
rechnung aufgefiihrt ist. Fiir die Berech-
nung bei Carrier-Ansdtzen ist wie im Fol-
genden angegeben vorzugehen. Dabei ist
zu beriicksichtigen, dass fiir beide Versu-
che (zwei unabhidngige Versuchsansitze
mit jeweils 3 Carriern, s. Pkt. 8.2, 8.4, 10)
der RF und das 95% KI gemeinsam zu be-
rechnen sind).

A 2.1 Berechnung des Virustiters und

der Standardabweichung
Die Berechnung des logarithmischen In-
fektionstiters (z.B. nach Spearman und
Karber) in TCID, /ml erfolgt nach:

m=x_+d/2-d3}p

Dabei ist:

m = negativer dekadischer Logarithmus des
Titers bezogen auf das Testvolumen

x,= Logarithmus der kleinsten Dosis (Ver-
dinnungsstufe) bei der alle Testobjekte
positiv reagieren

d = Logarithmus des Verdinnungsfaktors

p, = beobachtete Reaktionsrate

Die Standardabweichung (s) von m errech-
net sich nach [Bekanntmachung iiber die
Zulassung von Arzneimitteln, 19941:

s, =V {(p,(1-p,) /("= 1)

Dabei ist:
s,, = Standardabweichung des
logarithmierten Titers
d = Logarithmus des Verdiunnungsfaktors
p, = beobachtete Reaktionsrate
n = die Anzahl der pro Verdinnung
eingesetzten Testobjekte

Das 95% Kl des Titers entspricht niherungs-
weise 2 s_und sollte stets <0,5 log, , betra-
gen. Bei der Titerberechung muss die Vor-
verdiinnung der Probe beriicksichtigt und
auf das gleiche Volumen bezogen werden.

84| HygMed2012;37-3

A 2.2 Berechnung des mittleren RF (RF,_) und
seines 95% Kl

Der mittlere RF(RF ) wird errechnet als
Differenz des logarithmierten Virustiters
aus den 6 Einzel(Carrier)bestimmungen (2
Ansidtze mit jeweils 3 Carriern) der ,, Kont-
roll-Titration” (siehe Pkt. 9.1.2: gleich Titer
T,,) und den 6 Einzel(Carrier)bestimmun-
gen (2 Ansatze mit jeweils 3 Carriern) des
Testansatzes nach Einwirkung des Desin-
fektionsmittels (,,Restvirus”, siehe Pkt. 8.4,
gleich Titer T, ).

Die Berechnung des mittleren, logarith-
mierten Titers des Kontrollansatzes (T )
und des Versuchsansatzes (T . .) (= Restvi-
rus) erfolgt nach:

(Ca)

(RV)

T (c1+c2+c3+c4+c5+cb)/6

(Ko) =

Dabei ist:

T(Ko) = Mittlerer, logarithmierter Titer der 6
Carrier aus dem Kontrollansatz (aus 2
Anséatzen mit jeweils 3 Carriern)

C1 =log,, TCID,/ml der Titration des 1.

Carriers
C2 = log,, TCID,/ml der Titration des 2.
Carriers
C3 = log,, TCID,/ml der Titration des 3.
Carriers usw.

Der mittlere Titer des Restvirus (T ) ist ana-
log zu ermitteln.
Von T und T istjeweils die Standard-
abweichung zu berechnen. Die Standard-
abweichung berechnet sich nach:

S = VI A= %2/ (- 1)}

Dabei ist:

Stko) = Standardabweichung des mittleren,
logarithmierten Titer der 6 Carrier aus
dem Kontrollansatz

x = logarithmierte Titer der einzelnen Carrier

X, = mittlerer, logarithmierter Titer der 6

Carrier
n = die Anzahl der Carrier

Die Standardabweichung von T, ist ana-
log zu ermitteln.

Der mittlere RF der Carrierversuche (RF
—aus den 6 Einzel(Carrier)bestimmungen)
und sein 95% KI wird wie folgt berechnet:

RF T T

ca = 'ko)~ 'Ry

Dabei ist:
RF . = Reduktionsfaktor des Versuchsan-
satzes
Ty = Mittlerer logarithmierter Titer der 6
Carrier aus dem Kontrollansatz (aus 2
Ansatzen mit jeweils 3 Carriern)
T g, = mittlerer logarithmierter Titer der 6
Carrier aus dem Testansatz (Restvirus)
(aus 2 Ansatzen mit jeweils 3 Carriern)

(Ca)

Das 95% Kl des RF,_ berechnet sich nach:

(Ca)

Karc =V 2 Spyeo)® + 2 Spgy)f°
Dabei ist:
KRF(Ca) =95% Kl des RF(Ca) des Versuchsan-
satzes
Srke = Standardabweichung des mittleren
Titer der 6 Carrier aus dem Kontrollan-
satz

2sT(Ko) = 95% KI des mittleren Titer der 6
Carrier aus dem Kontrollansatz
Sty = Standardabweichung des mittleren
Titer der 6 Carrier aus dem Testansatz
(Restvirus)
= 95% KI des mittleren Titer der 6 Car-
rier aus dem Testansatz (Restvirus)

2ST(R

Sofern im Testansatz mit Desinfektionsmit-
tel kein , Restvirus” mehr nachweisbar ist,
entspricht das 95% KI des RF des Testan-
satzes dem des Kontrollansatzes:

KRF;, =V @s;,)?
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Angaben zu Reduktionsfaktoren von Referenzsubstanzen

Die Priifung einer Referenzsubstanz dient dem Nachweis der Eignung der Testviren, d. h. dem Nachweis, dass sie gegeniiber bestimm-
ten Wirkstoffen eine stets gleichbleibende Tenazitdt aufweisen. In Ringversuchen wurden Wirkstoffe mit unterschiedlichen Wirkme-
chanismen gepriift [Rabenau et al., 2012]. Aus diesen Ergebnissen sind die in der Tabelle 1 aufgefiihrten Referenzwerte abgeleitet.
Diese Referenzwerte haben vorldufig orientierenden Charakter.

Tabelle 1: Ubersicht {iber mégliche Referenzsubstanzen, zu priifende Konzentrationen und damit zu erzielende Reduktionsfaktoren bei ge-
ringer Belastung.

Testvirus/Wirkstoff | Alkoholische Produkte: Ethanol | Aldehydische Produkte: GDA | Oxidativ-wirksame Produkte: PES

Adenovirus 50 % 1,1-3,5 0,0125 % 2,0-3,5 0,05 % 1,8-3,8
(125 ppm) (500 ppm)
MNV 45 % 1,4-2,6 0,1% 1,9-2,9 0,05 % 2,3-3,3
(1000 pm) (500 ppm)
MVM - - 0,1% 1,8-4,0 0,05 % 1,2-2,8
(1000 pm) (500 ppm)
Anhang 4

Tabellarische Darstellung der Priifungsergebnisse

Tabelle 2: Beispiel fiir die tabellarische Darstellung der Priifungsergebnisse.

Testvirus | Konzentration des Belastung | Virustiter der Virustiter der ,,Restvirus®- RF nach ... (min)
Desinfektionsmittels Kontroll-Titration Titration (log,, TCID,/ml) einschlieBlich

im Ansatz (%) (log,, TCID, /mi) einschlieBlich 95% Ki 95% Ki

einschlieBlich ’
95% Ki 1.EWZ 2.EWZ 1.EWZ 2.EWZ

MNV
MVM

" Einwirkzeit

Herstellung von Wasser standardisierter Harte (WSH)

Fiir die Herstellung werden 2 Losungen benotigt:

Losung A: 19,84 g wasserfreies Magnesiumchlorid (MgCL) und 46,24 g wasserfreies Kalziumchlorid (CaCl,) werden in Aqua dest.
gelost und auf 1000 ml aufgefiillt (es konnen auch dquivalente Mengen wasserhaltiger Salze verwendet werden). Die Losung wird
im Dampfsterilisator sterilisiert. Sie kann bei 2-8 °C bis zu einem Monat autbewahrt werden.

Losung B: 35,02 g Natriumhydrogenkarbonat (NaHCO,) werden in Aqua dest. geldst und auf 1000 ml aufgefiillt. Die Losung wird
durch Membranfiltration sterilisiert. Sie kann bei 2-8 °C bis zu einer Woche aufbewahrt werden.

Fiir die Herstellung von 1 Liter WSH werden in einen sterilisierten 1000 ml-Messkolben mindestens 600 ml steriles Aqua dest. gege-
ben. Dazu werden 6,0 ml Losung A und 8,0 ml Losung B gegeben und nach dem Durchmischen mit Aqua dest. zu 1000 ml aufgefiillt.
Der pH-Wert dieser Losung muss 7,0 + 0,2 betragen. Falls erforderlich ist der pH-Wert mit 1 N Natriumhydroxid (NaOH) bzw. 1 N
Salzsdure (HCI) einzustellen. WSH ist unter aseptischen Bedingungen frisch herzustellen und innerhalb von 24 h zu verbrauchen.

Anmerkung: Bei Herstellung der Produktpriiflosungen fiihrt die Zugabe des Produkts in WSH zu einer unterschiedlichen endgiiltigen

Wasserhdrte in jedem Reagenzglas. In jedem Fall liegt die endgiiltige Wasserhirte im Reagenzglas niedriger als 300 mg/I fiir Calci-
umcarbonat (CaCO,).

Hyg Med 2012;37-3 |85
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