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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 16777:2018) wurde von der Arbeitsgruppe 1 ,Humanmedizin“ (Sekretariat: DIN) des
Technischen Komitees CEN/TC 216 ,Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika“ (Sekretariat: AFNOR,
Frankreich) unter Beteiligung deutscher Experten ausgearbeitet.

Das zustdndige Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 063-04-07 AA ,Chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika in der Humanmedizin“ des DIN-Normenausschusses Medizin (NAMed).
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ICS 11.080.20

Deutsche Fassung

Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika —
Quantitativer Versuch auf nicht porésen Oberflachen ohne
mechanische Einwirkung zur Bestimmung der viruziden
Wirkung im humanmedizinischen Bereich —
Priifverfahren und Anforderungen (Phase 2, Stufe 2)

Chemical disinfectants and antiseptics — Antiseptiques et désinfectants chimiques —
Quantitative non-porous surface test without Essai quantitatif de surface non poreuse sans action
mechanical action for the evaluation of virucidal activity mécanique pour I'évaluation de I'activité virucide des
of chemical disinfectants used in the medical area — désinfectants chimiques utilisés dans le domaine médical —
Test method and requirements (phase 2/step 2) Méthode d’essai et exigences (phase 2/étape 2)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 24. September 2018 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, der ehemaligen
jugoslawischen Republik Mazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland,
Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, 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
EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (EN 16777:2018) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,Chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird.

Diese Europdische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Verdéffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Juni 2019, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen miissen bis Juni 2019 zuriickgezogen werden.

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

Entsprechend der CEN-CENELEC-Geschéftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europdische Norm zu iibernehmen: 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,
Rumadnien, Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tiirkei,
Ungarn, Vereinigtes Kénigreich und Zypern.
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Einleitung

Dieses Dokument beschreibt ein Oberfldchenpriifverfahren zur Feststellung, ob ein als Desinfektionsmittel
vorgeschlagenes Produkt in den in Abschnitt 1 beschriebenen Gebieten eine viruzide Wirkung auf nicht po-
rosen Oberflachen aufweist oder nicht.

Der Laboratoriumsversuch simuliert praxisnahe Anwendungsbedingungen. Die gewadhlten Bedingungen
(Einwirkzeit, Temperatur, Organismen auf Oberfladchen usw.) widerspiegeln Parameter, die in praktischen
Situationen gefunden werden, einschlieflich Bedingungen, die die Wirkung von Desinfektionsmitteln
beeinflussen kénnen. Jede durch diese Priifung ermittelte Gebrauchskonzentration entspricht festgelegten
Versuchsbedingungen.

Die Bedingungen sollen allgemeinen Anspriichen gentigen und einen Vergleich zwischen Laboratorien und
Produktarten ermoglichen. Jede in dieser Priifung ermittelte Gebrauchskonzentration des chemischen
Desinfektionsmittels oder Antiseptikums entspricht festgelegten Versuchsbedingungen.

Fir bestimmte Anwendungszwecke konnen jedoch die Anwendungsempfehlungen fiir ein Produkt

abweichen und deshalb sind méglicherweise zusatzliche Priifbedingungen notwendig, die nicht von diesem
Dokument abgedeckt werden kénnen.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Priifverfahren fiir und die Mindestanforderungen an die viruzide Wirkung von
chemischen Desinfektionsmitteln fest, die bei Verdiinnung mit Wasser standardisierter Harte als homogene,
physikalisch stabile Zubereitung vorliegen, beziehungsweise bei gebrauchsfertigen Produkten bei
Verdiinnung mit Wasser.

Dieses Dokument gilt fiir Produkte, die im medizinischen Bereich zur Desinfektion von nicht pordsen
Oberflachen, einschliefdlich Oberflichen auf Medizinprodukten, ohne mechanische Einwirkung verwendet

werden.

Dieses Dokument gilt fiir Bereiche und unter Bedingungen, wo eine Desinfektion aus medizinischen Griinden
angezeigt ist. Indikationen dieser Art liegen z. B. vor bei der Patientenbetreuung:

— in Krankenhdusern, kommunalen medizinischen Einrichtungen und im Dentalbereich,
— in medizinischen Bereichen in Schulen, Kindergarten und Heimen
und kdnnen auch am Arbeitsplatz oder im privaten Bereich gegeben sein.

Eingeschlossen sein kdnnen auch Einrichtungen wie Waschereien und Kiichen, die der direkten Versorgung
von Patienten dienen.

ANMERKUNG 1 Das beschriebene Verfahren dient zur Bestimmung der Wirkung von handelstiblichen Zubereitungen
oder Wirkstoffen auf Viren unter den Bedingungen, unter denen sie angewendet werden.

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

EN 14885 legt im Einzelnen die Beziehung der verschiedenen Priifungen untereinander sowie zu den
»~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 Ver-
weisungen gilt nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe
des in Bezug genommenen Dokuments (einschlielich aller Anderungen).

EN 14476, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika— Quantitativer Suspensionsversuch zur
Bestimmung der viruziden Wirkung im humanmedizinischen Bereich — Priifverfahren und Anforderungen
(Phase 2, Stufe 1)

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

(einschlieflich Bakteriophagen) Wirkung

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

EN 10088-1, Nichtrostende Stidhle — Teil 1: Verzeichnis der nichtrostenden Stdhle

EN 10088-2, Nichtrostende Stdhle — Teil 2: Technische Lieferbedingungen fiir Blech und Band aus korrosions-
bestdndigen Stdhlen fiir allgemeine Verwendung
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3 Begriffe
Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach EN 14885 und EN 14476.

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

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

— ISO Online Browsing Platform: unter http://www.iso.org/obp

4 Anforderungen an die viruzide Wirkung auf Oberflichen

Bei Priifung in Ubereinstimmung mit Tabelle 1 und Abschnitt5 muss fiir das Produkt eine dezimal-
logarithmische Reduktion (Ig) um mindestens vier Stufen des Virustiters der Priifstimme Adenovirus und
murines Norovirus nachgewiesen werden. Wie in EN 14885 beschrieben, muss das Produkt fiir die
Auslobung der viruziden Wirksamkeit gegen behiillte Viren (begrenzte viruzide Wirksamkeit) sowohl die
Anforderungen nach EN 14476 als auch nach dieser Norm mit Vaccinia Virus erfiillen und fiir die Auslobung
eines begrenzten Spektrums viruzider Wirksamkeit (begrenzte viruzide Wirksamkeit PLUS) miissen die
Anforderungen nach EN 14476 und nach dieser Norm mit Adenovirus und murinem Norovirus erfillt
werden. Um jedoch die viruzide Wirkung auszuloben, muss das Produkt die Normen EN 14476 mit
Poliovirus, Adenovirus und murinem Norovirus sowie nach dieser Norm mit Adenovirus und murinem
Norovirus erfiillen, da Poliovirus nicht trocknungsbestandig ist.
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Tabelle 1 — Mindest- und zusitzliche Priifbedingungen

Viruzide Wirksamkeit?
Adenovirus
murines Norovirus
Minimalspektrum von Begrenzte viruzide Wirksamkeit PLUSP
Priifviren Adenovirus
murines Norovirus
Begrenzte viruzide Wirksamkeit®

Vaccinia Virus

Priiftemperatur zwischen 18 °C und 25 °C
Zusatzliche Temperatur zwischen 4 °C und 30 °C
L . nach den Empfehlungen des Herstellers, aber nicht langer als 5 min oder
Einwirkzeit 4
60 min
Belastungssubstanzen 0,3 g/1 Rinderserumalbumin
a) niedrige Belastung und/oder

b) hohe Belastung 3,0 g/l Rinderserumalbumin plus 3,0 ml Erythrozyten

Zusatzliche

Bedingungen® Weitere Einwirkzeit(en), Belastungssubstanz(en) oder Virus (Viren)

a8 Poliovirus (wie es im entsprechenden Suspensionsversuch verwendet wird) kann fiir Oberflichen nicht verwendet werden, da
es nicht trocknungsbestandig ist.

Die Priifung mit begrenztem Spektrum viruzider Wirksamkeit (begrenzte viruzide Wirksamkeit PLUS) deckt alle behiillten
Viren (Anhang A) sowie Norovirus, Rotavirus und Adenovirus ab.

¢ Die Priifung fiir die viruzide Wirksamkeit gegen behiillte Viren (begrenzte viruzide Wirksamkeit) deckt nur alle behiillten
Viren (Anhang A) ab.

Die in dieser Tabelle angegebenen Einwirkzeiten fiir Oberflaichendesinfektionsmittel werden auf der Grundlage der prakti-
schen Anwendungsbedingungen des Produkts ausgewahlt. Die empfohlene Einwirkzeit fiir die Anwendung des Produkts liegt
in der Verantwortung des Herstellers. Produkte, die zur Desinfektion von Oberfldchen vorgesehen sind, die wahrscheinlich mit
dem Patienten und/oder dem medizinischen Personal in Kontakt kommen, und Oberfldchen, die hdufig von verschiedenen
Personen beriihrt werden, was zu einer Ubertragung von Mikroorganismen auf den Patienten fiihrt, sind mit einer Einwirkzeit
von hochstens 5 min zu priifen. Das Gleiche gilt fiir Fille, bei denen die Einwirkzeit des Produktes aus praktischen Griinden
begrenzt sein muss. Produkte fiir alle weiteren als die oben angefiihrten Oberflachen diirfen mit einer Einwirkzeit von
héchstens 60 min gepriift werden.

€ Wenn es angemessen ist (besondere Zwecke), muss die zusétzliche spezifische viruzide Wirkung unter anderen Bedingungen
hinsichtlich der Zeit, Temperatur und Belastungssubstanzen (siehe 5.2.2.8) nach 5.5 bestimmt werden, um besondere
bestimmungsgemdfie Anwendungsbedingungen zu beriicksichtigen. Gegebenenfalls kdnnen zusitzliche Viren gepriift werden.
Die Konzentrationen, die sich als Ergebnis der Priifungen unter zusatzlichen Belastungen ergeben, konnen niedriger sein, als
die, die unter den Mindestpriifbedingungen gewonnen wurden.

Die bestimmte viruzide Konzentration des Priifprodukts wird als geeignet fiir die praktischen Anwendungs-
situationen vorgeschlagen.
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5 Priifverfahren

5.1 Kurzbeschreibung

5.1.1 Eine Prifsuspension von Viren in einer Lésung von Belastungssubstanzen wird auf eine Priifflache
abgeimpft und trocknen gelassen. Eine vorbereitete Probe des zu untersuchenden Produkts wird so auf-
gebracht, dass der getrocknete Film bedeckt wird.

Die Priffliche wird iiber eine festgelegte Einwirkdauer bei einer festgelegten Temperatur gehalten.
Anschliefend wird die Priiffliche in das Zellerhaltungsmedium {iberfiihrt, so dass die Wirkung des
Desinfektionsmittels unmittelbar neutralisiert wird. Der Titer des Virus, der von der Priifflaiche zuriick-
gewonnen wird, wird bestimmt.

Der Titer des Inokulums auf einer mit Wasser standardisierter Harte anstelle des Desinfektionsmittels
behandelten Priffliche wird ebenfalls bestimmt und die Reduktion des Virustiters, die dem Produkt zu-
zuordnen ist, durch Differenzbildung berechnet.

5.1.2 Die Priifung wird unter Verwendung der in Abschnitt 4, Tabelle 1, festgelegten Priifkeime durch-
gefiihrt.

5.1.3 Andere Einwirkzeiten und Temperaturen diirfen innerhalb der in Abschnitt 4, Tabelle 1, festgelegten
Grenzen verwendet werden. Zusétzliche Belastungssubstanzen und Priifkeime diirfen verwendet werden.

5.2 Materialien und Reagenzien, inklusive Zellkulturen

5.2.1 Priifkeime

Die viruzide Wirkung muss unter Verwendung der folgenden als Priifkeime ausgewahlten Stimme nach Ab-
schnitt 4, Tabelle 1, bewertet werden1:

a) Hillenloses RNA-Virus

Murines Norovirus, Stamm S99 Berlin

ANMERKUNG  Virusstimme konnen von nationalen oder internationalen Kultursammlungen bezogen werden. Das
murine Norovirus kann vom Friedrich-Loeffler-Institut Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Hauptsitz Insel

Riems Siidufer 10, 17493, Greifswald-Insel Riems; Tel.: +49 38351 7-0, Fax: +49 038351 7-121, http://www.fli.bund.de
bezogen werden.

b) Hiillenloses DNA Virus
Adenovirus Typ 5, Stamm Adenoid 75, ATCC VR-5

c) Behiilltes DNA Virus

Vaccinia Virus, Modifizierter Vaccinia Virus Ankara (MVA), ATCCVR-1508 oder Stamm Elstree,
ATCC VR-1549

Die geforderte Bebriitungstemperatur fiir diese Priifkeime betragt (36 + 1) °C oder (37 £+ 1) °C (5.3.2.12).
Die gleiche Temperatur (entweder 36 °C oder 37 °C) ist fiir alle Bebriitungen wahrend einer Priifung und
deren Kontrolle und Validierung anzuwenden.

1 Die ATCC-Nummern sind die Sammlungsnummern von Stimmen, die von diesen Kultursammlungen geliefert
werden. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine
Anerkennung des genannten Produkts durch CEN.
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Wenn zusitzliche Priifkeime verwendet werden, sind diese unter den im Priifbericht vermerkten optimalen
Wachstumsbedingungen (Temperatur, Dauer, Atmosphdre, Medien) aufzubewahren und zu verwenden.
Wenn die ausgewahlten zusatzlichen Priifkeime nicht an einem Referenzzentrum klassifiziert wurden, sind
deren Identifizierungsmerkmale anzugeben. Dariiber hinaus miissen sie von dem Priiflaboratorium oder der
nationalen Kultursammlung fiir fiinf Jahre als Referenzprobe zuriickgestellt werden.

5.2.2 Kulturmedien, Reagenzien und Zellkulturen

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
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 handels-
libliche Materialien verwendet werden, sofern diese geeignet sind. Die Anweisungen des Herstellers zur
Verarbeitung dieser Erzeugnisse sollten genau befolgt werden.

Flir jedes Kulturmedium und Reagens sollte eine zeitliche Begrenzung der Verwendung festgelegt werden.

Alle festgelegten pH-Werte werden bei (20 + 1) °C gemessen.

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)]. Die Sterilisation ist nicht erforderlich, falls das Wasser
z. B. fiir die Herstellung von Kulturmedien verwendet und anschlief3end sterilisiert wird.

Hinsichtlich des Verfahrens zur Herstellung von Wasser standardisierter Harte siehe 5.2.2.7.

5.2.2.3 Phosphatgepufferte Kochsalz-Lésung (PBS)
Natriumchlorid (NaCl) 8,00 g
Kaliumchlorid (KCI) 0,20g

Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat (Na,HPO, X 12 H,0) 289¢g
Kaliumphosphat, einbasisch (KH,PO,) 0,20g

Wasser (5.2.2.2) auf1 000,0 ml
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5.2.24 Neutralrot (1:1 000 verdiinnte Lésung)

Die Stammldsung wird aus 0,1 mg/ml Neutralrot (SigmaN70052) in Wasser (5.2.2.2) hergestellt.
Anschliefiend wird diese durch einen Filter mit einer Porenweite von 0,44 pym gefiltert und bei 4 °C im
Dunkeln gelagert.

5.2.2.5 Fetales Kalberserum (FKS)

Das FKS muss zertifiziert frei von Viren und Mycoplasmen sein. Fremdviren und -mycoplasmen kénnen das
Zell- und Virenwachstum stéren und zu falschen Ergebnissen fithren.

Fiir RAW 264.7-Zellen muss aufgrund der hohen Zellempfindlichkeit gegeniiber Endotoxinen ein spezielles
FKS verwendet werden.

5.2.2.6 Trichloressigsaure (10 %ige Lésung) (TCA)

10 g der TCA-Kristalle werden in 80 ml Wasser (5.2.2.2) gelost, dann wird das Volumen mit Wasser auf
100 ml aufgefiillt. Zum Abschlief3en des Losevorgangs wird gertihrt.

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

— Herstellung von LosungA: Es werden 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl,) und 46,24 g Calcium-
chlorid (CaCl,) in Wasser (5.2.2.2) gelost und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch
Membranfiltration (5.3.2.11) oder im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Sofern das Autoklavieren angewendet
wird, kann dies zu einem Fliissigkeitsverlust fiithren. In diesem Fall ist mit Wasser (5.2.2.2) unter

aseptischen Bedingungen auf 1 000 ml aufzufiillen. Die Lésung lasst sich im Kiihlschrank (5.3.2.6) bis zu
einem Monat aufbewahren.

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

gelost und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Losung wird durch Membranfiltration (5.3.2.11) sterilisiert. Die
Losung lasst sich im Kiihlschrank (5.3.2.6) bis zu einer Woche aufbewahren.

— 600ml bis 700 ml Wasser (5.2.2.2) werden in einen 1 000-ml-Messkolben (5.3.2.9) gegeben, dazu
gegeben werden 6,0 ml LosungA und danach 8,0 ml LosungB. Nach Durchmischen wird mit
Wasser (5.2.2.2) auf 1000 ml aufgefiillt. Der pH-Wert des Wassers standardisierter Harte muss
7,0 + 0,2 betragen (5.3.2.4). Falls erforderlich, wird der pH-Wert mittels einer Losung von etwa 40 g/1
(etwa 1 mol/1) 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 Produkts zum Wasser
standardisierter Harte zu einer unterschiedlichen endgiiltigen Wasserharte in jedem Reagenzglas. In jedem Fall liegt die
endgliltige Wasserharte, angegeben als Calciumcarbonat (CaCO3), im Reagenzglas unter 375 mg/1.

2 Sigma N 7005 ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelstibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung
der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN.
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