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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 1650:2019) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,Chemische Desinfektions-
mittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustdndige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-08-04 AA ,Desinfektions-
mittel Tierhaltung/Lebensmittelbereich im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche
Produkte (NAL).

Anderungen

Gegeniiber DIN EN 1650:2013-08 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) die Priifbedingungen und Priifanforderungen fiir die Hindedesinfektion und Handewaschung wurden
mit EN 13624 harmonisiert. Tabelle 1 (Untersuchungsbedingungen fiir allgemeine Desinfektions-
zwecke) und Tabelle 2 (Untersuchungsbedingungen fiir Hindehygiene) wurden im Abschnitt 4 (Anfor-
derungen) aufgenommen;

b) Unterabschnitte 5.2.2.8.5 bis 5.2.2.8.8 (Belastungssubstanzen fiir Brauereien, Erfrischungsgetranke,
Kosmetika und Umlaufreinigung) wurden gestrichen. Es wurde ein Satz aufgenommen, um fiir spezielle
Anwendungen zusatzliche Belastungssubstanzen zuzulassen;

c¢) im Unterabschnitt 5.5.1.1 (Untersuchungsbedingungen) wurden die obligatorischen Bedingungen
(Temperatur und Einwirkzeit) gestrichen. Der Text wurde, unter Einhaltung bestimmter Zeitintervalle
und Temperaturschritte, mit EN 13624 harmonisiert;

d) Unterabschnitt 5.9.3 (Levurozide Wirkung fiir allgemeine Zwecke) wurde gestrichen;

e) Norm wurde redaktionell iiberarbeitet und den derzeit giiltigen Gestaltungsregeln angepasst.

Friihere Ausgaben
DIN EN 1650: 1998-02, 2008-08, 2008-11, 2013-08
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EUROPAISCHE NORM EN 1650
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE August 2019

ICS 71.100.35 Ersetzt EN 1650:2008+A1:2013

Deutsche Fassung

Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika —
Quantitativer Suspensionsversuch zur Bestimmung der
fungiziden oder levuroziden Wirkung chemischer
Desinfektionsmittel und Antiseptika in den Bereichen
Lebensmittel, Industrie, Haushalt und 6ffentliche
Einrichtungen —

Prifverfahren und Anforderungen (Phase 2, Stufe 1)

Chemical disinfectants and antiseptics — Antiseptiques et désinfectants chimiques —
Quantitative suspension test for the evaluation of Essai quantitatif de suspension pour I'évaluation de
fungicidal or yeasticidal activity of chemical I'activité fongicide ou levuricide des antiseptiques et
disinfectants and antiseptics used in food, industrial, des désinfectants chimiques utilisés dans le domaine de
domestic and institutional areas — I'agro-alimentaire, dans l'industrie, dans les domaines
Test method and requirements (phase 2, step 1) domestiques et en collectivité —

Méthode d’essai et prescriptions (phase 2, étape 1)

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 10. Juni 2019 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfiillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter
denen dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand
befindliche Listen dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim CEN-CENELEC-Management-
Zentrum oder bei jedem CEN-Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europdische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzosisch). Eine Fassung in einer anderen
Sprache, die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem
Management-Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, Estland, Finnland,
Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen,
Osterreich, Polen, Portugal, der Republik Nordmazedonien, Ruménien, Schweden, der Schweiz, Serbien, der Slowakei, Slowenien,
Spanien, der Tschechischen Republik, der Tiirkei, Ungarn, dem Vereinigten Kénigreich und Zypern.
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EUROPAISCHES KOMITEE FUR NORMUNG
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COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

CEN-CENELEC Management-Zentrum: Rue de la Science 23, B-1040 Briissel
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN 1650:2019) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,Chemische Desinfektions-
mittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Februar 2020, und etwaige entgegenstehende
nationale Normen miissen bis Februar 2020 zuriickgezogen werden.

Es wird auf die Moéglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte beriihren
konnen. CEN ist nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziiglichen Patentrechte zu identifizieren.

Dieses Dokument ersetzt EN 1650:2008+A1:2013.

Daten, die unter Anwendung der Vorgédngerversion der EN 1650:2008+A1:2013 sind weiterhin giiltig.
Die wesentlichen Anderungen im Hinblick auf EN 1650:2008+A1:2013 sind:

— Einbeziehung der Handhygiene;

— Die Priifbedingungen und Priifanforderungen fiir Handedesinfektionsmittel und Handwaschmittel
wurden mit EN 13624 harmonisiert.

— Belastungssubstanzen fiir Brauereien, Softdrinks, kosmetische Mittel und Umlaufreinigung wurden
gestrichen. Ein Satz zur Genehmigung zusatzlicher Belastungssubstanzen fiir spezifische Anwendungen
wurde hinzugefiigt.

— Die obligatorischen Bedingungen (Temperatur und Einwirkzeit) wurden gestrichen. Der Text wurde
unter Beibehaltung der spezifischen Zeitintervalle und Temperaturschritte mit EN 13624 harmonisiert.

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschiftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu iibernehmen: Belgien, Bulgarien, Ddnemark, Deutschland, die
Republik Nordmazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien,
Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Ruménien,
Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tirkei, Ungarn,
Vereinigtes Konigreich und Zypern.
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Einleitung

Diese Europdische Norm beschreibt ein Verfahren fiir einen Suspensionsversuch zur Feststellung, ob ein
chemisches Desinfektionsmittel oder Antiseptikum in den im Anwendungsbereich beschriebenen Gebieten
eine fungizide oder levurozide Wirkung aufweist oder nicht.

Dieser Laborversuch beriicksichtigt praktische Anwendungsbedingungen fiir das Produkt, einschliefilich
Einwirkzeit, Temperatur, Priiforganismen und Belastungssubstanzen, d.h. Bedingungen, die die Wirkung
des Produkts in praktischen Situationen beeinflussen konnen.

Die Bedingungen sollen allgemeinen Zwecken dienen und einen Vergleich zwischen Laboratorien und
Produkttypen ermdglichen. Jede in diesem Versuch festgestellte Gebrauchskonzentration des chemischen
Desinfektionsmittels oder Antiseptikums entspricht festgelegten Untersuchungsbedingungen. Bei einigen
Anwendungsarten kénnen jedoch die Anwendungsempfehlungen fiir ein Produkt abweichen, deshalb sollten
zusatzliche Priifbedingungen angewendet werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Priifverfahren und die Mindestanforderungen an die fungizide oder levurozide
Wirkung von chemischen Desinfektionsmitteln und Antiseptika fest, die bei Verdiinnung in Wasser
standardisierter Harte oder — im Falle gebrauchsfertiger Produkte — in Wasser eine homogene,
physikalisch stabile Zubereitung bilden. Die Produkte kénnen nur bei einer Konzentration von hdchstens
80 % oder weniger gepriift werden, da durch die Zugabe der Priiforganismen und der Belastungssubstanz
immer eine bestimmte Verdiinnung auftritt.

Dieses Dokument gilt fiir Produkte, die im Lebensmittelbereich, in der Industrie, im Haushalt und in
offentlichen Einrichtungen benutzt werden; ausgenommen sind Bereiche und Situationen, in denen die
Desinfektion medizinisch angezeigt ist, und Produkte, die auf lebenden Geweben angewendet werden, hier
wiederum aufer denen, die zur Handhygiene in den vorstehend genannten Bereichen verwendet werden. Es
werden mindestens folgende Bereiche abgedeckt:

a) Verarbeitung, Vertrieb und Verkauf von:

1) Lebensmitteln tierischer Herkunft: 2) Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft:
— Milch und Milcherzeugnisse; — Getranke;
— Fleisch und Fleischprodukte; — Obst, Gemiise und zugehorige
Erzeugnisse (einschliefdlich Zucker,
— Fisch, Meerestiere und zugehorige Destillationsprodukte usw.);
Erzeugnisse;
— Mehl], gemahlene und gebackene Pro-
— Eier und Eiprodukte; dukte;
— Tiernahrung; — Tiernahrung;
—  usw. —  usw.

b) offentliche Einrichtungen und Haushaltsbereiche:

— Verpflegungseinrichtungen;

— offentliche Bereiche;

— Offentliche Verkehrsmittel;

— Schulen;

— Kindergarten;

— Geschifte;

— Sportstatten;

— Abfallbehélter (Miilltonnen usw.);

— Hotels;
— Wohngebaude;
— Kklinisch nicht relevante Bereiche in Krankenhdusern;
— Biiroraume;
— usw.
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c) andere industrielle Bereiche:
— Verpackungsmaterial;
— Biotechnologie (Hefe, Proteine, Enzyme usw.);
— Pharmazeutika;
— Kosmetika und Toilettenartikel;
— Textilien;
— Luft- und Raumfahrtindustrie, Computerindustrie;
— usw.

EN 14885 legt im Einzelnen den Zusammenhang zwischen den verschiedenen Priifungen und die
»~Anwendungsempfehlungen“ fest.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente werden im Text in solcher Weise in Bezug genommen, dass einige Teile davon
oder ihr gesamter Inhalt Anforderungen des vorliegenden Dokuments darstellen. Bei datierten
Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte
Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments (einschliefilich aller Anderungen).

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

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

IS0 4793, Laboratory sintered (fritted) filters — Porosity grading, classification and designation

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

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken fiir die Verwendung in der Normung unter den folgenden
Adressen bereit:

— IEC Electropedia: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/

— IS0 Online Browsing Platform: verfiigbar unter http://www.iso.org/obp
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4 Anforderungen

Das Produkt muss mindestens eine dezimal-logarithmische (Ig-)Reduktion der Lebendkeimzahl um 4 Stufen
ergeben, wenn es mit Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) oder — im Falle gebrauchsfertiger Produkte —
mit Wasser (5.2.2.2) verdiinnt und nach Abschnitt 5 unter simulierten Bedingungen niedriger Belastung
(0,3 g/1 Rinderserumalbuminlésung — 5.2.2.8.2) oder simulierten Bedingungen hoher Belastung (3 g/l
Rinderserumalbuminlésung — 5.2.2.8.3) entsprechend der praktischen Anwendung und unter den
angewandten Prifbedingungen gepriift wurde, wie in 5.5.1.1 sowie in den nachstehenden Tabelle 1 und
Tabelle 2 beschrieben.

Tabelle 1 — Priifbedingungen fiir Desinfektion bei allgemeiner Verwendung

Priifbedingungen levurozide Wirkung fungizide Wirkung
Priiforganismus ) )
. . . Candida albicans
(siehe 5.2.1) Candida albicans . o
. . Aspergillus brasiliensis
obligatorisch
o L Saccharomyces cerevisiae
Beispiel zusdtzlicher isi jeder zutreffende Priiforganismus
Priifmikroorganismen Saccharomyces cerevisiae var. J 8
diastaticus
Priiftemperatur im Bereich von 4 °C bis 40 °C im Bereich von 4 °C bis 40 °C
im Bereich von 1 min bis 60 min (von im Bereich von 1 min bis 60 min (von
o . 1 min bis 5 min in 1-min-Schritten 1 min bis 5 min in 1-min-Schritten und
Einwirkzeit Lo L o o
und von 5 min bis 60 min in von 5 min bis 60 min in
5-min-Schritten) 5-min-Schritten)
Bedingungen 0,3 g/1 Rinderserumalbumin fiir 0,3 g/1 Rinderserumalbumin fiir
niedriger Belastung C. albicans C. albicans und A. brasiliensis
Bedingungen hoher 3,0 g/1 Rinderserumalbumin fiir 3,0 g/l Rinderserumalbumin fiir
Belastung C. albicans C. albicans und A. brasiliensis
zusitzlich jede zutreffende Substanz jede zutreffende Substanz
lg-Reduktion
(dezimal-loga- >4lg >4lg
rithmisch)
Die empfohlene Einwirkzeit fiir die Anwendung des Produkts liegt in der Verantwortung des Herstellers.
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Tabelle 2 — Priifbedingungen fiir Handhygiene

Priifbedingungen levurozide Wirkung
Priiforganismus
(siehe 5.2.1) Candida albicans
obligatorisch
Priftemperatur 20°C
Einwirkzeit 30 soder60s

Bedingungen niedriger Belastung
(fiir hygienische 0,3 g/1 Rinderserumalbumin
Handedesinfektionsmittel)

Bedingungen hoher Belastung . .
. e ) 3,0 g/l Rinderserumalbumin
(fiir hygienische Handwaschmittel)

lg-Reduktion > 4 |g fiir Hindedesinfektionsmittel
(dezimal-logarithmisch) > 2 lg fiir Handwaschmittel

Sofern angezeigt, muss zuséatzlich die spezifische fungizide oder levurozide Wirkung unter Anwendung
weiterer Belastungssubstanzen und Priiforganismen (nach 5.2.1, 5.2.2.8 und 5.5.1.1) bestimmt werden, um
vorgesehene spezifische Anwendungsbedingungen zu berticksichtigen.

5 Priifverfahren

5.1 Kurzbeschreibung

5.1.1 Eine Probe des Produkts, entweder im Lieferzustand und/oder mit Wasser standardisierter Harte
(oder fiir gebrauchsfertige Produkte mit Wasser) verdiinnt, wird zu einer Priifsuspension aus Pilzen (Hefe-
zellen oder Schimmelpilzsporen) in einer Lésung mit Belastungssubstanz gegeben. Das Gemisch wird fiir die
angewandte Einwirkzeit bei der gewéhlten Priiftemperatur gehalten. Nach Ablauf dieser Einwirkzeit wird
ein aliquoter Anteil entnommen, und die fungizide und/oder fungistatische Wirkung in dieser Teilmenge
wird sofort nach einem validierten Verfahren neutralisiert oder inaktiviert. Das Verfahren der Wahl ist dabei
das Verdiinnungs-Neutralisations-Verfahren. Wenn kein geeignetes Neutralisationsmedium gefunden wer-
den kann, wird die Membranfiltration angewendet. Die Anzahl der iiberlebenden Pilze in jeder Probe wird
bestimmt und die Reduktion der Lebendkeimzahlen berechnet.

5.1.2 Die Priifung wird mit vegetativen Zellen von Candida albicans und Sporen von Aspergillus brasiliensis
(fungizide Wirkung) oder nur den vegetativen Zellen von Candida albicans (levoruzide Wirkung) als

Priforganismen durchgefiihrt.

5.1.3 Zusatzliche Priiforganismen konnen verwendet werden.
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5.2 Materialien und Reagenzien
5.2.1 Priiforganismen

Die fungizide Wirkung muss unter Verwendung der folgenden Stdmme als Priiforganismen bestimmt wer-
den:

— Candida albicans ATCC 10231

— Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Die levurozide Wirkung darf nur mit Candida albicans bewertet werden.

ANMERKUNG  Zu Verweisungen auf Stimme aus einigen anderen Kultursammlungen siehe Anhang A.
Die erforderliche Bebriitungstemperatur dieser Priiforganismen betragt (30 + 1) °C (5.3.2.3).

Falls fiir spezifische Anwendungen erforderlich, diirfen zusatzliche Stimme gewahlt werden, wie z. B. fiir

Brauereien:
— Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763
— Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus DSM 70487

Wenn zusatzliche Priiforganismen verwendet werden, miissen sie unter optimalen Wachstumsbedingungen
(Temperatur, Zeit, Atmosphéare, Medien), die im Priifbericht zu dokumentieren sind, bebriitet werden. Wenn
die gewahlten zuséatzlichen Priiforganismen nicht den festgelegten Stimmen entsprechen, muss ihre Eignung
zur Bereitstellung der erforderlichen Inokula verifiziert werden. Wenn diese zusatzlichen Priiforganismen
nicht durch ein Referenz-Zentrum Kklassifiziert wurden, miissen ihre Identifizierungsmerkmale angegeben
werden. Aufierdem miissen sie von dem Priiflaboratorium oder der nationalen Kultursammlung fiir fiinf
Jahre als Referenzprobe aufbewahrt werden.

5.2.2 Kulturmedien und Reagenzien

5.2.2.1 Allgemeines

Alle in dieser Europdischen Norm angegebenen Massen chemischer Substanzen beziehen sich auf die
wasserfreien Salze. Hydratisierte Formen diirfen als Alternative verwendet werden, aber die erforderlichen
Massen miissen angepasst werden, um daraus folgende Differenzen in den relativen Molekiilmassen zu

beriicksichtigen.

Die Reagenzien miissen analysenrein und/oder flir mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Sie miissen frei
von Substanzen sein, die toxisch oder hemmend auf die Priiforganismen wirken.

Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit wird empfohlen, zur Herstellung von Kulturmedien handels-
iibliche wasserfreie Materialien zu verwenden. Die Anweisungen des Herstellers zur Verarbeitung dieser

Produkte sollten genau befolgt werden.

ANMERKUNG  Es wird empfohlen, fiir jedes Kulturmedium und Reagenz einen maximalen Anwendungszeitraum fest-
zulegen.

5.2.2.2 Wasser

Das Wasser muss frisch in einer Glasapparatur destilliert werden und darf kein demineralisiertes Wasser
sein.
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Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)].

ANMERKUNG 1 Die Sterilisation ist nicht erforderlich, wenn das Wasser z. B. fiir die Herstellung von Kulturmedien
verwendet und anschliefdend sterilisiert wird.

Falls kein destilliertes Wasser geeigneter Qualitdt zur Verfiigung steht, kann Wasser fiir Injektionszwecke
verwendet werden.

ANMERKUNG 2 Hinsichtlich des Verfahrens fiir die Herstellung von Wasser standardisierter Harte siehe 5.2.2.7.

5.2.2.3 Malzextraktagar (MEA)

Malzextraktagar, bestehend aus:

Malzextrakt 30,0g
Agar 150¢g
Wasser (5.2.2.2) auf 1 000,0 ml

Der Malzextrakt sollte Lebensmittelqualitdt (z. B. Cristomalzpulver von Difal) oder eine entsprechende
Qualitat aufweisen, nicht stark gereinigt sein und nicht nur auf Maltose basieren (z.B. Malzextrakt von
0X0ID)1). Sollte es jedoch Probleme geben, mindestens 75 % stachelige Sporen herzustellen, siehe 5.4.1.4.2.

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert des Mediums
5,6 + 0,2 betragen, gemessen bei (20 + 1) °C.

ANMERKUNG  Im Falle des Auftretens von Problemen mit der Neutralisation (5.5.1.2 und 5.5.1.3) kann es
erforderlich sein, dem MEA Neutralisationsmedium zuzusetzen. AnhangB enthdlt eine Anleitung zu den
Neutralisationsmedien, die verwendet werden kénnen.

5.2.2.4 Verdiinnungsmittel

Trypton-Natriumchlorid-Losung, bestehend aus:

Trypton aus Casein, pankreatisch verdaut 10g
Natriumchlorid (NaCl) 85¢g
Wasser (5.2.2.2) auf 1 000,0 ml

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

1) Diese Information dient lediglich zur Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine
Anerkennung des genannten Produkts durch CEN. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie
nachweisbar zu den gleichen Ergebnissen fithren kénnen.
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5.2.2.5 Neutralisationsmedium

Das Neutralisationsmedium muss fiir das zu priifende Produkt nach 5.5.1.2, 5.5.1.3 und 5.5.2 validiert sein.
Das Neutralisationsmedium muss steril sein.

ANMERKUNG  In Anhang B sind Angaben zu Neutralisationsmedien aufgefiihrt, die sich fiir einige Arten von Pro-
dukten als geeignet erwiesen haben.

5.2.2.6 Spiilfliissigkeiten (fiir Membranfiltration)

Die Spiilfliissigkeit muss fiir das zu priifende Produkt nach 5.5.1.2, 5.5.1.3 und 5.5.3 validiert sein. Die Spiil-
flissigkeit muss steril, mit der Filtermembran kompatibel und unter den in 5.5.3 beschriebenen Priif-
bedingungen durch die Filtermembran filtrierbar sein.

ANMERKUNG  In Anhang B sind Angaben zu Spiilfliissigkeiten aufgefiihrt, die sich fiir einige Arten von Produkten als
geeignet erwiesen haben.

5.2.2.7 Hartes Wasser zur Verdiinnung der Produkte
Die Vorgehensweise bei der Herstellung von 1 000 ml Wasser standardisierter Harte ist wie folgt:

— Herstellung von LésungA: 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl,) und 46,24 g Calciumchlorid (CaCl,)

werden in Wasser (5.2.2.2) aufgelést 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 fiihren. In diesem Fall ist mit Wasser (5.2.2.2) unter aseptischen
Bedingungen auf 1 000 ml aufzufiillen. Die Losung ist im Kiihlschrank (5.3.2.8) fiir hochstens einen
Monat aufzubewahren.

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

geldst und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.7). Die Lésung
ist im Kiihlschrank (5.3.2.8) fiir hochstens eine Woche aufzubewahren.

— In einen 1 000-ml-Messkolben (5.3.2.12) werden 600 ml bis 700 ml Wasser (5.2.2.2) gegeben, dazu
werden 6,0 ml (5.3.2.9) Loésung A und anschliefdend 8,0 ml Losung B gegeben. Es wird durchmischt und
mit Wasser (5.2.2.2) auf 1 000 ml aufgefiillt. Der pH-Wert des Wassers standardisierter Harte muss
7,0 £+ 0,2 betragen, gemessen bei (20 + 1) °C (5.3.2.4). 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/l (etwa 1 mol/l)
Salzsdure (HCI) eingestellt.

Das Wasser standardisierter Harte muss unter aseptischen Bedingungen frisch hergestellt und innerhalb
von 12 h verwendet werden.

ANMERKUNG  Bei der Herstellung der Produktpriiflosungen (5.4.2) fiihrt die Zugabe des Produkts zum Wasser
standardisierter Hérte zu einer unterschiedlichen endgiiltigen Wasserhéarte in jedem Reagenzglas. In jedem Fall liegt die
endgiiltige Wasserharte im Reagenzglas unter 375 mg/1 bezogen auf Calciumcarbonat (CaCO3).

5.2.2.8 Belastungssubstanz
5.2.2.8.1 Allgemeines

Die Belastungssubstanz muss entsprechend den fiir das Produkt festgelegten Anwendungsbedingungen
ausgewahlt werden.

Die Belastungssubstanz muss steril sein und in einer Konzentration hergestellt werden, die dem 10-Fachen
der in der Priifung verwendeten Endkonzentration entspricht.
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Die lonenzusammensetzung (z.B. pH-Wert, Calcium- und/oder Magnesiumhirte) und die chemische
Zusammensetzung (z. B. Mineralstoffe, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide und Detergenzien) miissen definiert
werden.

ANMERKUNG Der Begriff ,Belastungssubstanz” wird auch dann verwendet, wenn mehr als eine Substanz enthalten
ist.

5.2.2.8.2 Bedingungen niedriger Belastung (Rinderserumalbuminlésung — geringe Konzentration)

0,3 g der Rinderserumalbumin FraktionV (geeignet fiir mikrobiologische Zwecke) werden in 100 ml
Wasser (5.2.2.2) aufgelost.

Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.7), die Losung ist im Kihlschrank (5.3.2.8)
aufzubewahren und innerhalb eines Monats zu verwenden.

Die Endkonzentration des Rinderserumalbumins im Priifverfahren (5.5) betragt 0,3 g/1.
5.2.2.8.3 Bedingungen hoher Belastung (Rinderserumalbuminlésung — hohe Konzentration)

3,0 g der Rinderserumalbumin FraktionV (geeignet fiir mikrobiologische Zwecke) werden in 100 ml
Wasser (5.2.2.2) aufgelost.

Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.7), die Losung ist im Kiihlschrank (5.3.2.8)
aufzubewahren und innerhalb eines Monats zu verwenden.

Die Endkonzentration des Rinderserumalbumins im Priifverfahren (5.5) betragt 3,0 g/1.
5.2.2.8.4 Milch (Molkereien usw.)

Magermilch, garantiert frei von Antibiotika und Zusatzstoffen sowie im Verhéltnis von 100 g Pulver je Liter
Wasser (5.2.2.2) rekonstituiert, muss wie folgt hergestellt werden:

— Es wird eine Losung von 10,0 % (v/v) in Wasser (5.2.2.2) durch Hinzufligen von 10 Teilen
rekonstituierter Milch zu 90 Teilen Wasser hergestellt. Diese wird fiir 30 min bei (105 + 3) °C [oder fiir
5 min bei (121 % 3) °C] erhitzt.

Die Endkonzentration der rekonstituierten Milch im Priifverfahren (5.5) betragt 1,0 % (v/v) der rekonstitu-
ierten Milch.

5.3 Gerite und Glasgerite
5.3.1 Allgemeines

Mit Ausnahme von steril gelieferten werden alle Glasgerate und alle Gerateteile, die mit den Kulturmedien
und den Reagenzien oder der Probe in Beriihrung kommen, nach einem der folgenden Verfahren sterilisiert:

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

b) durch trockene Hitze im Heif3luftsterilisator [5.3.2.1 b)].
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5.3.2 Ubliche mikrobiologische Laborausriistung?2) und besonders folgende Gerite:

5.3.2.1 Gerite zur Sterilisation

a) zur Dampfsterilisation ein Autoklav, der fiir eine Mindesthaltezeit von 15 min bei (121*3) °C gehalten
werden kann;

b) zur Sterilisation durch trockene Hitze ein Heif3luftsterilisator, der fiir eine Mindesthaltezeit von 30 min
bei (180 *§) °C, fiir eine Mindesthaltezeit von 1 h bei (17073) °C oder fiir eine Mindesthaltezeit von 2 h
bei (160 *3) °C gehalten werden kann.

5.3.2.2 Wasserbdder, einstellbar auf (20 + 1) °C, auf (45+1)°C (um den MEA fiir den Fall des
Gussplattenverfahrens im geschmolzenen Zustand zu halten) und auf zusatzliche Priiftemperaturen
+1°C(5.5.1).

5.3.2.3  Brutschrank, einstellbar auf (30 + 1) °C.

5.3.2.4 pH-Messgerdt, mit einer Kalibrierungenauigkeit von nicht mehr als 0,1 pH-Einheiten bei
(20+1)°C

Flir 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  Schiittelgerat.

a) elektromechanisches Schiittelgerat, z. B. Vortex®-Mischer3);
b) mechanisches Schiittelgerat.

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

Das Gerdt muss mit einem Filterhalter mit einem Mindestvolumen von 50 ml ausgestattet sein. Es muss
geeignet sein fiir die Verwendung von Filtern mit einem Durchmesser von 47 mm bis 50 mm und einer
Porenweite von 0,45um fiir die Sterilisation von Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7),
Rinderserumalbumin (5.2.2.8.2 und 5.2.2.8.3) und fiir den Fall der Anwendung des Membranfiltrations-
verfahrens (5.5.3).

Die verwendete Vakuumquelle muss eine gleichméfige Filtrationsdurchflussrate sicherstellen. Um eine
gleichméafiige Verteilung der Mikroorganismen iiber die Membran zu erreichen und um einen zu lange
andauernden Filtrationsvorgang zu vermeiden, 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.

2) Sterile Einweggerate sind eine akzeptable Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten.

3) Ein Vortex®-Mischer ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur
Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts
durch CEN.
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