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DIN EN 1500:2017-10

Nationales Vorwort

Diese Europaische Norm (EN 1500:2013) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,Chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika“ (Sekretariat: AFNOR, Frankreich) unter Beteiligung deutscher
Experten erstellt. Bei DIN Deutsches Institut fiir Normung e. V. ist hierfiir im Normenausschuss Medizin der
Arbeitsausschuss NA 063-04-07 AA ,,Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika in der Humanmedizin"
zustandig.

Anderungen

Gegeniiber DIN EN 1500:1997-10 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) andere statistische Auswertmethode. Die Probandenzahl wurde deshalb leicht erh6ht, um eine gleiche
statistische Sicherheit zu haben wie vorher;

b) Aufnahme der Neutralisierungsvalidierung;

c) eine weitere Harmonisierung von Struktur und Wortlaut mit anderen Normen des CEN/TC 216 wurde
vorgenommen.

Gegeniiber DIN EN 1500:2013-07 wurden folgende Korrekturen vorgenommen:

a) falsch zugeordnete Texte zu den 6 Schritten des Standard-Einreibeverfahrens im Anhang A wurden
korrigiert;

b) in 5.8 wurde die Verwendung des Wilcoxon als Anforderung eindeutiger tibersetzt und die Referenz
korrigiert;

c) in Anhang E wurde der Mittelwert der Ig-Vorwerte fiir RP in 6,78 (statt 6,60) fiir die Uberpriifung der
Annahmekriterien nach 5.7.1 a) bis €) (nach Tabelle E.3) korrigiert;

d) redaktionell iiberarbeitet.

Frithere Ausgaben

DIN EN 1500: 1997-10, 2013-07
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Vorwort

Dieses Dokument (EN 1500:2013) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,Chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat vom AFNOR gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroéffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Oktober 2013, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen miissen bis Oktober 2013 zurilickgezogen werden.

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
kénnen. CEN [und/oder CENELEC] sind nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen
Patentrechte zu identifizieren.

Dieses Dokument ersetzt EN 1500:1997.

Die Norm wurde iiberarbeitet, um sie dem neuesten Stand der Wissenschaft anzupassen, Fehler und
Unklarheiten zu beheben, um die Struktur und den Wortlaut mit anderen bestehenden oder in Vorbereitung
befindlichen Prifungen des CEN/TC 216 zu harmonisieren und die Lesbarkeit der Standard zu verbessern
und sie damit verstindlicher zu machen. Die folgenden technischen Anderungen wurden vorgenommen:

— Neutralisation (5.5.1.2),

— die Anzahl der Probanden (5.5.1.4),

— die statistische Auswertung (5.8).

— Die Anhdnge wurden komplett iiberarbeitet.

Daten die unter Verwendung der fritheren Version von EN 1500 erzeugt wurden, diirfen weiter verwendet
werden, wenn sie durch Daten der Neutralisation, zusétzliche Ergebnisse von weiteren Probanden erginzt
werden und die neue statistische Auswertung aus den "gemischten" (alten und neuen) Datensitzen
angewendet wurde. Die zusdtzlichen Ergebnisse sollten vorzugsweise im gleichen Labor und mit Probanden
durchgefiihrt werden, die nicht an der vorherigen ("alten") Studie teilgenommen haben. Wenn das
Neutralisationsmittel, das in der Priifung mit der fritheren Version verwendet wurde, nicht ausreichend zu
neutralisieren ist, sollte eine komplette neue Priifung durchgefiihrt werden. Das verdnderte Verfahren nach
Anhang A wird als ohne (oder vernachldssigbaren) Einfluss auf die Ergebnisse betrachtet.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschaftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europaische Norm zu tibernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, die
ehemalige jugoslawische Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island,
[talien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal,
Rumaénien, Schweden, Schweiz, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tiirkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.
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1 Anwendungsbereich

Diese Europaische Norm legt ein Priifverfahren fest, das praktische Bedingungen simuliert um festzustellen,
ob ein Produkt fiir die hygienische Handedesinfektion die Abgabe der auf den Handen befindlichen
transienten mikrobiellen Flora verringert, wenn es auf den kiinstlich kontaminierten Hdnden von
freiwilligen Probanden verrieben wird.

ANMERKUNG 1 Es wird darauf hingewiesen, dass Versuche mit menschlichen Probanden in bestimmten
europdischen Landern/Regionen gesetzlichen Bestimmungen unterliegen.

Diese Europdische Norm gilt fiir Produkte zur hygienischen Handedesinfektion, die in Bereichen und unter
Bedingungen angewendet werden, wo eine Desinfektion aus medizinischen Griinden angezeigt ist.
Indikationen dieser Art liegen z. B. bei der Patientenbetreuung in

— Krankenhdusern, kommunalen medizinischen Einrichtungen und im Dentalbereich;

— medizinischen Einrichtungen in Schulen, Kindergarten und Heimen

vor und kénnen auch am Arbeitsplatz und im hauslichen Bereich gegeben sein. Eingeschlossen sein kdnnen
auch Einrichtungen wie Waschereien und Kiichen, die der direkten Versorgung von Patienten dienen.

EN 14885 legt im Einzelnen die Beziehungen der verschiedenen Priifungen untereinander und zu den
»~Anwendungsempfehlungen“ fest.

ANMERKUNG 2 Das Verfahren entspricht einer Priifung der Phase 2, Stufe 2.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieRlich aller Anderungen).

EN 12353, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika - Aufbewahrung von Testorganismen fiir die Priifung
der bakteriziden (einschliefSlich Legionella), mykobakteriziden, sporiziden, fungiziden und viruziden

(einschliefdlich Bakteriophagen) Wirkung

EN 14885, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika — Anwendung Europdischer Normen fiir chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika

3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach EN 14885.

4 Anforderungen

Bei der Priifung nach Abschnitt 5 darf die bei der hygienischen Handedesinfektion mit dem zu priifenden
Produkt erreichte mittlere Reduktion der Abgabe des Priifkeims Escherichia coli K12 zumindest nicht
unterlegen sein im Vergleich zu der mit einem festgelegten Mittel fiir die hygienische
Referenz-Handedesinfektion (Propan-2-ol mit einer Volumenkonzentration von 60 %) erreichte Reduktion.
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5 Priifverfahren

5.1 Kurzbeschreibung

Die Hande von Probanden werden kiinstlich mit Priifkeimen kontaminiert. Die Anzahl der von den Finger-
kuppen in eine Probenahmefliissigkeit abgegebenen Priifkeime wird vor und nach der Durchfiihrung der
hygienischen Hiandedesinfektion ermittelt. Das Verhaltnis der beiden sich ergebenden Werte stellt ein Maf3
fiir die antimikrobielle Wirksamkeit des gepriiften Produktes dar. Die erforderliche Prazision wird durch
eine Versuchswiederholung an 18 bis 22 Probanden erreicht. Um dufiere Einfliisse zu kompensieren, erfolgt
ein Vergleich mit der Reduktion, die in einer mit denselben Probanden, am selben Tag und unter
vergleichbaren Umgebungsbedingungen durchgefiihrten Referenz-Handedesinfektion erhalten worden ist.

Vor der Priifung wird ein geeignetes Neutralisationsmedium validiert. Das Neutralisationsmedium wird als
Probenahmefliissigkeit zur Keimriickgewinnung von Priifkeimen nach der hygienischen Handedesinfektion
verwendet um sicherzustellen, dass die bakterizide und/oder bakteriostatische Wirkung in der
Probenahmefliissigkeit neutralisiert oder unterdriickt wird.

5.2 Materialien und Reagenzien
5.2.1 Priifkeim

Escherichia coli K12 NCTC 10538, CIP 54.117, NCIMB 100831)

ANMERKUNG  Dieser Priifkeim wurde speziell ausgewahlt, um den Anforderungen von Leitfdden zur Sicherheit und
zum Gesundheitsschutz sowie von Ethikkommissionen Rechnung zu tragen. Es handelt sich um einen K12 Stamm von
E. coli mit Herkunft aus der Normalflora, welcher international als nicht-pathogen anerkannt wird. Nach dem Katalog
der Nationalen Sammlung von Industrie- und Meeresbakterien des Vereinigten Konigreiches (National Collections of
Industrial & Marine Bacteria (siehe Literaturhinweis [2])), wird der NCIMB-Stamm 10083 als Organismus der
Risikogruppe 1 klassifiziert. Auch in der deutschen Gentechnik-Sicherheitsverordnung [3] wird der K12-Stamm der
Gruppe 1 zugeordnet. In Richtlinie 93/88/EWG [4] (AnhangIIl zur Richtlinie 90/679/EWG [5]) kommt explizit zum
Ausdruck, dass nicht-pathogene Stimme von Escherichia coli von der Zuordnung zu Gruppe 2 ausgenommen sind.

5.2.2 Kulturmedien und Reagenzien

5.2.2.1 Allgemeines

Alle in dieser Europaischen Norm angegebenen Massen von chemischen Substanzen beziehen sich auf
wasserfreie Salze. Hydratisierte Formen dirfen als Alternative verwendet werden, aber die erforderlichen
Massen miissen angepasst werden, um daraus folgende Differenzen in den relativen Molekiilmassen zu
berticksichtigen.

Die Reagenzien miissen analysenrein und/oder fiir mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Sie miissen frei
von Substanzen sein, die toxisch oder hemmend auf die Priifkeime wirken. Zur Verbesserung der
Reproduzierbarkeit wird empfohlen, dass zur Herstellung von Kulturmedien handelsiibliche wasserfreie
Materialien verwendet werden. Die Anweisungen des Herstellers zur Verarbeitung dieser Erzeugnisse
sollten strengstens befolgt werden. Fiir jedes Kulturmedium und Reagens sollte ein Endverbrauchsdatum
festgelegt werden.

1) Die NCTC-, CIP- und NCIMB-Nummern sind die Sammlungsnummern dieses Stammes, der durch diese
Kultursammlungen vertrieben wird. Diese Information dient lediglich zur Unterrichtung der Anwender dieser
Europdischen Norm und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produktes durch CEN.
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5.2.2.2 Wasser
Das Wasser muss frisch in einer Glasapparatur destilliertes und darf nicht entmineralisiertes Wasser sein.
Falls kein destilliertes Wasser geeigneter Qualitat zur Verfiigung steht, darf Wasser fiir Injektionszwecke

(siehe Literaturhinweis [1]) verwendet werden.

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Eine Sterilisation ist nicht erforderlich, falls das Wasser
z. B. fiir die Herstellung von Kulturmedien verwendet und anschlief3end sterilisiert wird.

ANMERKUNG  Hinsichtlich des Verfahrens zur Herstellung von Wasser standardisierter Harte siehe 5.2.2.7.
5.2.2.3 Trypton-Soja-Agar und selektiver Trypton-Soja-Agar
a) Caseinpepton-Sojamehlpepton-Agar (Trypton-Soja-Agar, TSA)

Trypton-Soja-Agar, bestehend aus:

Trypton, tryptisch verdautes Casein 150¢g
Sojapepton, Papain-Aufschluss von Sojabohnenmehl 50g
Natriumchlorid (NaCl) 50g
Agar 150¢g
Wasser (5.2.2.2) bis auf1 000,0 ml

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert des Mediums,
gemessen bei (20 + 1) °C, 7,2 + 0,2 betragen.

ANMERKUNG 1 TSA wird zur Herstellung und zur Auszahlung von N, Ny, und Nyp (5.4.1.4, 5.4.1.5) verwendet.

b) Selektiver Trypton-Soja-Agar (TSSA)

Trypton-Soja-Agar, bestehend aus:

Trypton, tryptisch verdautes Casein 150¢g
Sojapepton, Papain-Aufschluss von Sojabohnenmehl 50g
Natriumchlorid (NaCl) 50g
Natriumdesoxycholat 05¢g
Agar 150¢g
Wasser (5.2.2.2) bis auf 1 000,0 ml

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert des Mediums,
gemessen bei (20 + 1) °C, 7,2 + 0,2 betragen.

ANMERKUNG 2 TSSA wird fiir die quantitativen Kulturen der Probenahmefliissigkeiten und deren Verdiinnungen
(5.5.3.2,5.5.3.3.4) verwendet.
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5.2.24 Trypton-Soja-Bouillon (TSB)

Trypton-Soja-Bouillon, bestehend aus:

Trypton, tryptisch verdautes Casein 150¢g
Sojapepton, Papain-Aufschluss von Sojabohnenmehl 50g
Natriumchlorid (NaCl) 50g
Wasser (5.2.2.2) bis auf1 000,0 ml

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert des Mediums,
gemessen bei (20 + 1) °C, 7,0 + 0,2 betragen.

5.2.2.5 Neutralisationsmedium

Das Neutralisationsmedium muss fiir das zu priifende Produkt nach 5.5.1.2, 5.5.2.1 und 5.5.2.2 ausgewdhlt,
kontrolliert und validiert sein. Es sind nur Neutralisationsmedien zuldssig, bei denen TSB (5.2.2.4) als
Verdliinnungsmittel verwendet wird. Das Neutralisationsmedium muss steril sein. Das
Neutralisationsmedium wird nur durch Verdiinnung neutralisiert.

ANMERKUNG  In Anhang B finden sich Angaben iiber Neutralisationsmedien, die sich fiir einige Arten von Produkten
als geeignet erwiesen haben.

5.2.2.6 Verdiinnte Kaliseife

Leinol 50 Masseteile
Kaliumhydroxid [1] 9,5 Masseteile
Ethanol (mindestens 95%ig) [1] 7 Masseteile
Heifdes destilliertes Wasser (75 + 5) °C nach Bedarf

Es wird eine Losung aus 9,5 Teilen Kaliumhydroxid in 15 Teilen Wasser (5.2.2.2) hergestellt, zu der 50 Teile
Leinol zugegeben werden. Der Ansatz wird unter stiandigem Riihren auf etwa 70 °C erwarmt. Nach Zusatz
des Ethanols wird das Erwdrmen unter Riihren fortgesetzt, bis der Verseifungsprozess beendet ist und sich
eine Probe in Wasser klar und in Ethanol fast klar 18st. Die Masse der Kaliseife wird anschliefiend durch
Zusatz von auf (75 4+ 5) °C erwdrmtem Wasser (5.2.2.2) zum Verdiinnen der Kaliseife auf 100 Teile gebracht.
200 g der Kaliseife werden entnommen, mit Wasser (5.2.2.2) auf 1 000 g aufgefiillt und im Autoklaven
[5.3.2.1a)] sterilisiert. Der pH-Wert der Endverdiinnung der Kaliseife muss zwischen 10,0 und 11,0 liegen.

Zur Qualitatskontrolle der Kaliseife siehe Anhang D.

Documents
Document Sharing7Hub

Full document details: DIN EN 1500:2017-10


http://www.avadocuments.com/doc/din-en-1500-2017-10
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-1500-2017-10

DIN EN 1500:2017-10
EN 1500:2013 (D)

5.2.2.7 Wasser standardisierter Hirte zur Verdiinnung der Produkte
Die Vorgehensweise bei der Herstellung von 1 1 Wasser standardisierter Harte ist wie folgt:

— Herstellung von Lésung A: 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl,) und 46,24 g Calciumchlorid (CaCl,)
werden in Wasser (5.2.2.2) geldst und auf 1000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch
Membranfiltration (5.3.2.7) oder im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Sofern das Autoklavieren angewendet
wird, kann dies zu einem Fliissigkeitsverlust fithren. In diesem Fall ist mit Wasser (5.2.2.2) unter
aseptischen Bedingungen auf 1 000 ml aufzufiillen. Die Lésung lasst sich im Kiihlschrank (5.3.2.8)
bis zu einem Monat aufbewahren.

— Herstellung von Lésung B: 35,02 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) werden in Wasser (5.2.2.2)

gelost und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.7). Die
Losung lasst sich im Kiihlschrank (5.3.2.8) bis zu einer Woche aufbewahren.

— In einen 1 000-ml-Messkolben (5.3.2.12) werden 600 ml bis 700 ml Wasser (5.2.2.2) gegeben, dazu
gegeben werden 6,0 ml (5.3.2.9) Losung A und danach 8,0 ml Lésung B. Nach Durchmischen wird
mit Wasser (5.2.2.2) auf 1 000 ml aufgefiillt. Der pH-Wert des Wassers standardisierter Harte muss
7,0 £ 0,2, gemessen bei (20 £+ 1) °C (5.3.2.4), betragen. Falls erforderlich, wird der pH-Wert mittels
einer Losung von etwa 40 g/l (etwa 1 mol/l) Natriumhydroxid (NaOH) oder etwa 36,5 g/1 (etwa
1 mol/1) Salzsaure (HCI) eingestellt.

Das Wasser standardisierter Harte ist unter aseptischen Bedingungen frisch herzustellen und innerhalb von
12 h zu verbrauchen.

ANMERKUNG  Bei Herstellung der Produktpriiflésungen (5.4.2) fiihrt die Zugabe des Produktes zum Wasser

standardisierter Harte zu einer unterschiedlichen endgiiltigen Wasserharte in jedem Reagenzglas. In jedem Fall liegt die
endgiiltige Wasserharte im Reagenzglas unter 375 mg/l, bezogen auf Calciumcarbonat (CaCO;).

5.2.2.8 Propan-2-ol als Mittel fiir die Referenz-Handedesinfektion [52,3 % (Massenkonzentration), das
entspricht 60 % (Volumenkonzentration) bei 20 °C]

471 g Propan-2-ol [1] mit einem Reinheitsgrad von mindestens 99,5 % (Volumenanteil) (bestimmt durch
Gaschromatographie, mit einer Dichte von 0,785) werden in einen mit einem Glasstopfen ausgestatteten
1 000-ml-Kolben, der auf der Wagefliche einer Waage (mit einer Prazision von 0,1 g) steht, gefiillt. 429 g
Wasser (5.2.2.2) werden hinzugefiigt. Das ergibt ein Volumen von etwa 1 000 ml. Der Kolben wird mit dem
passenden Glasstopfen verschlossen und der Inhalt wird griindlich geschiittelt.

ANMERKUNG  Diese Losung kann bei Raumtemperatur geschiitzt vor Lichteinwirkungen fiir unbestimmte Zeit
aufbewahrt werden.

5.3 Apparate und Glasgerite

5.3.1 Allgemeines

Mit Ausnahme steril gelieferter sind alle Glasgerdte und alle Geriteteile, die mit den Kulturmedien und
Reagenzien oder der Probe in Beriithrung kommen, nach einem der folgenden Verfahren zu sterilisieren:

a) durch feuchte Hitze im Autoklaven [5.3.2.1 a)];

b) durch trockene Hitze im Heif3luft-Sterilisator [5.3.2.1 b)].
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5.3.2 Ubliche mikrobiologische Laborausriistung?2)
und besonders folgende Gerate:
5.3.2.1 Gerite zur Sterilisation

a) zur Sterilisation durch feuchte Hitze ein Autoklav, der fiir eine Mindesthaltezeit von 15 min bei
(121¢3) °C gehalten werden kann;

b) zur Sterilisation durch trockene Hitze ein Heifsluft-Sterilisator, der fiir eine Mindesthaltezeit von 30 min
bei (1807°) °C, fiir eine Mindesthaltezeit von 1 h bei (1703°) °C oder fiir eine Mindesthaltezeit von 2 h
bei (160°) °C gehalten werden kann.

5.3.2.2 Wasserbdder, einstellbar auf (20+1)°C und (45+1)°C (um den TSA und TSSA beim
Gussplattenverfahren im verfliissigten Zustand zu halten).

5.3.2.3 Brutschrank, einstellbar auf (36 + 1) °C oder (37 £+ 1) °C (5.2.1). Bei allen Bebriitungen wahrend
einer Priifung und deren Kontrolle und Validierung muss die gleiche Temperatur verwendet werden.

5.3.2.4 pH-Messgerit, mit einer Kalibrierungenauigkeit von nicht mehr als + 0,1 pH-Einheiten bei
(20 £ 1) °C. Fiir die Messung des pH-Werts der Agarmedien (5.2.2.3) sollte eine Einstichelektrode oder eine
flache Membranelektrode verwendet werden.

5.3.2.5 Stoppubhr.

5.3.2.6  Schiittelgerite

a) Elektromechanisches Rithrwerk, z. B. Vortex®-Mischer3);
b) mechanisches Schiittelgerit.

5.3.2.7 Membranfiltrationsgerit, hergestellt aus einem Material, das mit den zu filtrierenden
Substanzen vertraglich ist.

Das Gerdt muss mit einem Filterhalter von mindestens 50 ml Nutzvolumen ausgestattet sein. Er muss zur
Verwendung von Filtern mit einem Durchmesser von 47 mm bis 50 mm und einer Porenweite von 0,45 pm
fiir die Sterilisation von Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) geeignet sein.

Die verwendete Vakuumquelle muss eine stetige Filtrationsdurchflussrate ermdéglichen. Um einen zu lange
dauernden Filtrationsvorgang zu verhindern, muss das Gerdt so eingestellt werden, dass 100 ml der
Spiilfliissigkeit in 20 s bis 40 s filtriert werden.

5.3.2.8 Kiihlschrank, einstellbar auf 2 °C bis 8 °C.

5.3.2.9 Messpipetten mit einem Nennvolumen von 10 ml, 1 ml und 0,1 ml oder kalibrierte automatische
Pipetten.

5.3.2.10 Petrischalen (Platten) mit einem Durchmesser von 90 mm bis 100 mm.

2) Einweggerite sind eine annehmbare Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten.

3) Ein Vortex®-Mischer ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Information dient lediglich
zur Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts
durch CEN.
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5.3.2.11 Glasperlen (Durchmesser von 3 mm bis 4 mm).
5.3.2.12 Messkolben.
5.3.2.13 Spatel, aus Glas oder anderem Material.

5.3.2.14 Behiltnis ausreichender Grofie, um gleichzeitig beide senkrecht gehaltenen Hande bis zur Mitte
der Mittelhand in 2 1 Kontaminationsfliissigkeit aufnehmen zu kénnen.

5.3.2.15 Zwei Flaschen mit einem Mindestvolumen von 1 1.
5.4 Herstellung der Priifkeimsuspensionen und der Produktpriiflésungen
5.4.1 Priifkeimsuspensionen (Prif- und Validierungssuspension)

54.1.1 Allgemeines

Filir den Priifkeim miissen zwei unterschiedliche Suspensionen hergestellt werden: die ,Priifsuspension®,
d. h. die Kontaminationsfliissigkeit zur Durchfiihrung der Priifung, und die ,Validierungssuspension“ zur
Durchfithrung der Kontrollversuche und der Verfahrensvalidierung.

5.4.1.2 Aufbewahrung und Stammkulturen der Priifkeime

Der Priifkeim und dessen Stammbkulturen sind nach EN 12353 herzustellen und aufzubewahren.

5.4.1.3 Gebrauchskultur der Priifkeime

Zur Herstellung der Gebrauchskultur des Priifkeims (5.2.1) wird aus der Stammkultur (5.4.1.2) eine erste
Subkultur durch Ausstreichen auf Schrigagar oder Platten aus TSA [5.2.2.3 a)] angelegt und bebriitet
(5.3.2.3). Nach 18 h bis 24 h wird aus der ersten Subkultur auf die gleiche Weise eine zweite Subkultur
angelegt und 18 h bis 24 h bebriitet. Die zweite Subkultur wird zur Herstellung der Priifsuspension
verwendet.

Wenn es nicht moglich ist, die zweite Subkultur an einem bestimmten Tag anzulegen, darf eine 48-h-
Subkultur fiir die folgenden Subkulturen unter der Voraussetzung verwendet werden, dass die Subkultur
wahrend der 48 h im Brutschrank (5.3.2.3) verblieben ist.

54.1.4 Priifsuspension (,N“)/Kontaminationsfliissigkeit

a) Von der Gebrauchskultur (5.4.1.3) werden 0senweise Zellen in zwei Rohrchen mit jeweils 5 ml TSB
(5.2.2.4) uberfiihrt und 18 h bis 24 h bebriitet (5.3.2.3). Diese Kulturen werden in zwei Flaschen
(5.3.2.15) mit jeweils hochstens 11 TSB (5.2.2.4) liberimpft und erneut 18 h bis 24 h bebriitet (5.3.2.3).
Die erhaltenen Bakteriensuspensionen werden in einem Behéltnis (5.3.2.14) vereinigt.

b) Mit TSB (5.2.2.4) wird die Zellzahl in der Suspension auf 1,5 x 108 KBE/ml4 ) bis 5,0 x 108 KBE/ml
eingestellt, wobei die Anzahl der KBE mittels eines geeigneten Verfahrens abgeschatzt wird. Diese
Priifsuspension ist im Wasserbad bei 20 °C aufzubewahren und innerhalb von 4 h als Kontaminations-
fliissigkeit und zur Herstellung der Validierungssuspensionen (5.4.1.5) zu verwenden. Die Verwendung
eines Spektrophotometers zur Einstellung der Zellzahl wird dringend empfohlen (Wellenldange etwa
620 nm, Kiivette mit 10 mm optischer Wegldnge). Jedes Laboratorium sollte deshalb Kalibrierdaten fiir
jeden Priifkeim erarbeiten, wobei bekannt ist, dass geeignete Werte der optischen Dichte im
Allgemeinen zwischen 0,150 und 0,460 zu finden sind. Um reproduzierbare Ergebnisse dieser Messung
zu erreichen, kann es erforderlich sein, die Priifsuspension zu verdiinnen, z. B. 1 + 9.

4) KBE/ml = koloniebildende Einheit(en) je Milliliter.
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ANMERKUNG Ein Kolorimeter ist eine geeignete Alternative.

c) Zur Auszdhlung werden von der Priifsuspension mit TSB (5.2.2.4) Verdiinnungen von 10=6 und 10~7
hergestellt. Es wird durchmischt [5.3.2.6 a)]. Von jeder Verdiinnung wird eine Probe von 1,0 ml als
Doppelbestimmung entnommen und zur Beimpfung im Gussplattenverfahren oder im
Spatelplattenverfahren verwendet.

1) Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1-ml-Probe in gesonderte Petrischalen
tberfiihrt und es werden 15 ml bis 20 ml verfliissigter und auf (45 + 1) °C abgekiihlter TSA
[5.2.2.3 a)] zugegeben.

2) Bei Anwendung des Spatelplattenverfahrens wird jede 1,0-ml-Probe in etwa gleiche Anteile geteilt
und auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberflache getrockneter TSA-Platten
[5.2.2.3 a)] ausgestrichen.

Zur Bebriitung und Auszadhlung siehe 5.4.1.6.

5.4.1.5 Validierungssuspension (,Ny"“, ,Nyg“)

a) Zur Herstellung der Validierungssuspension (,Ny“) wird die Priifsuspension (5.4.1.4) mit TSB (5.2.2.4)
so verdiinnt, dass sich 3,0 x 102 KBE/ml bis 1,6 x 103 KBE/ml ergeben [etwa ein Viertel (1 + 3) der
Verdiinnung 10-5].

b) Zur Herstellung der Validierungssuspension fiir die Kontrolle des Neutralisationsmediums (5.5.2.1)
(,Nyg“) wird die Priifsuspension (5.4.1.4) mit TSB (5.2.2.4) verdiinnt, um 3,0 X 104 KBE/ml bis
1,6 X 105 KBE/ml zu erhalten [etwa ein Viertel (1 + 3) der Verdiinnung 10~3] (Nyp).

c) Diese Validierungssuspensionen (Ny und Nyg) werden auf die gleiche Weise wie die Priifsuspension
[5.4.1.4 b)] erhalten und verwendet.

d) Zur Auszihlung wird mit TSB (5.2.2.4) eine Verdiinnung 10~ hergestellt, zur Auszihlung der Kontrolle
des Neutralisationsmediums wird jedoch eine Verdiinnung der Validierungssuspension von 1073
hergestellt [siehe b)].

Es wird durchmischt [5.3.2.6 a)]. Eine Probe von 1,0 ml wird als Doppelbestimmung entnommen und
zur Beimpfung im Gussplatten- oder Oberflichenverfahren [5.4.1.4 c)] verwendet.

Zur Bebriitung und Auszdhlung siehe 5.4.1.6.

5.4.1.6 Bebriitung und Auszihlung der Priif- und Validierungssuspensionen

a) Die Platten werden 20 h bis 24 h bebriitet (5.3.2.3). Alle Platten, die aus irgendeinem Grund nicht
auszdhlbar sind, werden verworfen. Die Platten werden ausgezdhlt und die Anzahl der KBE wird
bestimmt. Danach werden die Platten weitere 20 h bis 24 h bebriitet. Platten, die keine gut voneinander
abgesetzten Kolonien mehr aufweisen, diirfen nicht erneut ausgezdhlt werden. Die verbleibenden
Platten werden erneut ausgezahlt. Wenn sich die Anzahl erhoht hat, wird nur die héhere Koloniezahl fiir
die weitere Auswertung verwendet.

b) Fiir jede Platte wird die genaue Anzahl der Kolonien aufgezeichnet, aber es wird ,> 330" fiir alle
Koloniezahlen tiber 330 aufgezeichnet, und die V_-Werte werden nach 5.6.2.2 bestimmt.

c) Die Anzahl der KBE/ml in der Priifsuspension ,N“ und in den Validierungssuspensionen ,Ny“ und ,Nyg"“

wird nach den in 5.6.2.3 und 5.6.2.5 angegebenen Verfahren berechnet. Die Verifizierung erfolgt nach
5.7.
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