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Nationales Vorwort 

Dieses Dokument (EN 17658:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 �Chemische 
Desinfektionsmittel und Antiseptika� erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zuständige nationale Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 057-08-04 AA �Desinfektionsmittel 
Tierhaltung/Lebensmittelbereich� im DIN-Normenausschuss Lebensmittel und landwirtschaftliche Produkte 
(NAL). 

Für die in diesem Dokument zitierten Dokumente wird im Folgenden auf die entsprechenden deutschen 
Dokumente hingewiesen: 

EN 285 siehe DIN EN 285 

EN 1276 siehe DIN EN 1276 

EN 1650 siehe DIN EN 1650 

EN 12353 siehe DIN EN 12353 

EN 14885 siehe DIN EN 14885 

 
Aktuelle Informationen zu diesem Dokument können über die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch 
eine Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden. 

Nationaler Anhang NA 
(informativ) 
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Lebensmittel, Industrie, Haushalt und öffentliche Einrichtungen � Prüfverfahren und Anforderungen (Phase 2, 

Stufe 1) 
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Europäisches Vorwort 

Dieses Dokument (EN 17658:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 �Chemische 
Desinfektionsmittel und Antiseptika� erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird. 

Diese Europäische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veröffentlichung 
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis März 2023, und etwaige entgegenstehende nationale 
Normen müssen bis März 2023 zurückgezogen werden. 

Es wird auf die Möglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte berühren 
können. CEN ist nicht dafür verantwortlich, einige oder alle diesbezüglichen Patentrechte zu identifizieren.

Rückmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des 
Anwenders gerichtet werden. Eine vollständige Liste dieser Institute ist auf den Internetseiten von CEN 
abrufbar. 

Entsprechend der CEN CENELEC Geschäftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden 
Länder gehalten, diese Europäische Norm zu übernehmen: Belgien, Bulgarien, Dänemark, Deutschland, die 
Republik Nordmazedonien, Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, 
Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, Niederlande, Norwegen, Österreich, Polen, Portugal, Rumänien, 
Schweden, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Türkei, Ungarn, 
Vereinigtes Königreich und Zypern. 
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Einleitung 

In den letzten Jahren hat die Notwendigkeit von Energieeinsparungen zu einer verringerten Waschtemperatur 
der Haushaltswäsche auf � 40 °C geführt. Diese Tatsache beeinflusst den Gehalt an Mikroorganismen in den 
Wäschestücken nach dem Waschvorgang. Darüber hinaus sorgen die Modetrends bei Textildesign und 
Fasertechnologie für Kleidungsstücke, die unter besonderen Pflegebedingungen (kaltes Wasser, kurze Zyklen, 
�sanfte Chemie�) gewaschen werden müssen, um ihre Eigenschaften zu erhalten, ohne jedoch gleichzeitig 
deren Hygieneniveau zu beeinträchtigen. 

Die Chemie spielt eine wichtige Rolle, um unter den so beschriebenen Bedingungen gute hygienische 
Bedingungen für Haushaltswäsche zu bieten. 

Dieses Dokument enthält ein Prüfverfahren der Phase 2, Stufe 2, und legt eine Methodik im Labormaßstab 
fest, um festzustellen, ob ein chemisches Produkt, das in einem der Waschvorgänge im häuslichen Bereich 
(Hauptwaschgang und Spülgang) verwendet wird, eine mikrobizide Wirkung (bakterizide und levurozide 
Wirkung) auf kontaminierte Textilien und das Waschbad aufweist, und einen Effekt bei der Vermeidung einer 
Kreuzkontamination von Mikroorganismen von kontaminierten Textilien auf nicht kontaminierten Textilien 
erzielt. 

Diese Methodik im Labormaßstab wird unter Anwendung einer Trommelvorrichtung durchgeführt, die in der 
Lage ist, eine Einwirkkammer 360° um eine Horizontalachse zu drehen (Rotawash, Launderometer, 
Gyrowash, Linitester und Mathis BFA wurden im Ringversuch validiert). Diese Trommelvorrichtung hält eine 
optimale Bewegung [konstant 40 min�1 ( 2 min�1)] und eine genaue Temperatur für gleichbleibend 
zuverlässige Prüfergebnisse aufrecht. 

Mikroorganismen werden auf textile Keimträger abgeimpft, die in eine Einwirkkammer einbracht werden, um 
praktische Bedingungen zu simulieren, einschließlich Einwirkzeit, Temperatur, Prüforganismen und 
Belastungssubstanz (Bedingungen, die die Wirkung des Produkts in der Praxis beeinflussen können). Die 
Anweisungen des Herstellers sollten ausreichen, um die vollständige Durchführung [z. B. Dosierung, 
Temperatur der Waschphase (Hauptwaschgang, Spülgang) und Waschzeit] des in diesem Dokument 
beschriebenen Verfahrens zu ermöglichen. 

Dieses Prüfverfahren gibt einen gemeinsamen experimentellen Rahmen vor, in dem Produkte geprüft werden 
können, um ihre wirksame Dosierung für jede ausgewählte Untersuchungsbedingung festzulegen. Auf der 
Grundlage der Ergebnisse dieses Prüfverfahrens erstellte Gebrauchsanweisungen liegen in der 
Verantwortung der Hersteller der Produkte. 
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1 Anwendungsbereich 

Dieses Dokument legt ein Prüfverfahren für und die Mindestleistungsanforderungen an die mikrobizide 
Wirksamkeit eines chemischen Produkts fest, dessen vorgesehene Verwendung ein Waschvorgang im 
häuslichen Bereich in einer Haushaltswaschmaschine bei niedrigen Temperaturen (� 40 °C) ist. Dieses 
Verfahren gilt nicht für bestimmte Arten von Wäschedesinfektionstechnologien, für die spezielle Geräte 
erforderlich sind (d. h. Wirkstoffe werden in situ mithilfe spezieller Geräte erzeugt). Dieses Verfahren ist nicht 
auf bestimmte Arten von Textilien, von Produkten oder auf bestimmte Schritte im Waschzyklus beschränkt. 

Entsprechend der Definition einer Prüfung der Phase 2, Stufe 2 ermittelt dieses Dokument die Wirksamkeit 
im Prüflabor, wobei die Praxisbedingungen für die Anwendung eines chemischen Produkts simuliert werden. 

Dieses Dokument kann nicht angewendet werden, wenn die Desinfektion medizinisch indiziert ist 
(medizinischer Bereich) oder in hygienisch sensiblen Bereichen, in denen eine professionelle Aufbereitung 
der Wäsche erforderlich ist (z. B. Lebensmittelbereich, Gesundheitswesen, Medizin- und Reinraumsektor, PSA 
und Arbeitskleidung). In solchen Fällen gelten EN 16616 und EN 14065. 

ANMERKUNG Dieses Verfahren entspricht einer Prüfung der Phase 2, Stufe 2 (siehe EN 14885). 

EN 14885 legt im Einzelnen die Beziehungen der verschiedenen Prüfungen untereinander und 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 Verweisungen gilt 
nur die in Bezug genommene Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug 
genommenen Dokuments (einschließlich aller Änderungen). 

EN 1276, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika � Quantitativer Suspensionsversuch zur Bestimmung 

der bakteriziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika in den Bereichen Lebensmittel, 

Industrie, Haushalt und öffentliche Einrichtungen � Prüfverfahren und Anforderungen (Phase 2, Stufe 1) 

EN 1650, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika � Quantitativer Suspensionsversuch zur Bestimmung 

der fungiziden oder levuroziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika in den Bereichen 

Lebensmittel, Industrie, Haushalt und öffentliche Einrichtungen � Prüfverfahren und Anforderungen (Phase 2, 

Stufe 1) 

EN 12353, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika � Aufbewahrung von Prüforganismen für die Prüfung 

der bakteriziden (einschließlich Legionella), mykobakteriziden, sporiziden, fungiziden und viruziden 

(einschließlich Bakteriophagen) Wirkung 

EN 14885:2022, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika � Anwendung Europäischer Normen für 

chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika 

3 Begriffe 

Für die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach EN 14885 und die folgenden Begriffe.

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

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

 ISO Online Browsing Platform: verfügbar unter https://www.iso.org/obp 
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3.1 
Flottenverhältnis 
Verhältnis der Masse der trockenen Textilien, in Kilogramm, zum Volumen der Waschflotte, angegeben in Liter 
(m/V) 

3.2 
Desinfektionsprozess 
Prozess, der die praktischen Anwendungsbedingungen des Produkts zur Desinfektion von Textilien 
berücksichtigt, zu denen die Einwirkzeit, die Temperatur, die Prüforganismen und die Belastungssubstanzen 
gehören 

3.3 
Behandlung von kontaminierten Textilien 
Handhabung von Textilien in Übereinstimmung mit dem Desinfektionsprozess, um desinfizierte Textilien zu 
erhalten 

3.4 
Wäschedesinfektion im häuslichen Bereich 
Behandlung von Textilien (z. B. Kleidung, Küchentücher, Bettlaken, Tischdecke�) mit chemischen Produkten 
zur Inaktivierung der mikrobiellen Belastung; der Zweck dieser Desinfektionsstufe besteht darin, die 
Übertragung von wäschebezogener Mikroflora (Tuch, Waschmaschine, Waschwasser) zwischen 
kontaminierten und nicht kontaminierte Textilien zu verhindern 

3.5 
biozide Behandlung zur Vermeidung von Schlechtgeruch und ästhetischer Beeinträchtigung durch 
Mikroorganismen 
Reduktion der Mikroorganismen auf einen Gehalt, der negative Auswirkungen auf die Wäsche verhindert, wie 
die ästhetische Beeinträchtigung (z. B. Fleckenbildung, Verfärbung, Beschmutzung) oder die Ansammlung von 
mikrobieller Kontamination, die einen schlechten Geruch verursacht 

4 Anforderungen 

Das Produkt muss bei Prüfung nach Tabelle 1 mindestens die folgende lg-Stufen-Reduktion aufweisen und die 
grundlegenden Grenzwerte in 5.7.3 einhalten. 

a) Hauptwaschgang 

1) Wäschedesinfektion im häuslichen Bereich 

mindestens eine Reduktion von Bakterien auf kontaminierten Keimträgern von 4 lg-Stufen und eine 
Reduktion von Candida albicans von 3 lg-Stufen. Wenn eine zusätzliche fungizide Wirkung 
ausgewiesen ist, muss eine Reduktion von 3 lg-Stufen erreicht werden. Darüber hinaus sind in 
Keimträgern zum Nachweis einer Kreuzkontamination nicht mehr als 1,54 lg/Keimträger und im 
Waschwasser nicht mehr als 1,15 lg/ml nachzuweisen. 

2) biozide Behandlung zur Vermeidung von Schlechtgeruch und ästhetischer Beeinträchtigung durch 
Mikroorganismen 

mindestens eine Reduktion von Bakterien auf kontaminierten Keimträgern von 3 lg-Stufen und eine 
Reduktion von Candida albicans von 3 lg-Stufen. Wenn eine zusätzliche fungizide Wirkung 
ausgewiesen ist, muss eine Reduktion von 3 lg-Stufen erreicht werden. Darüber hinaus sind in 
Keimträgern zum Nachweis einer Kreuzkontamination nicht mehr als 1,70 lg/Keimträger und im 
Waschwasser nicht mehr als 2 lg/ml nachzuweisen. 
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b) Spülgang 

1) Wäschedesinfektion im häuslichen Bereich 

mindestens eine Reduktion von Bakterien auf kontaminierten Keimträgern von 3 lg-Stufen und eine 
Reduktion von Candida albicans von 3 lg-Stufen. Wenn eine zusätzliche fungizide Wirkung 
ausgewiesen ist, muss eine Reduktion von 3 lg-Stufen erreicht werden. Darüber hinaus sind in 
Keimträgern zum Nachweis einer Kreuzkontamination nicht mehr als 1,54 lg/Keimträger und im 
Waschwasser nicht mehr als 1,15 lg/ml nachzuweisen. 

2) biozide Behandlung zur Vermeidung von Schlechtgeruch und ästhetischer Beeinträchtigung durch 
Mikroorganismen 

mindestens eine Reduktion von Bakterien auf kontaminierten Keimträgern von 2 lg-Stufen und eine 
Reduktion von Candida albicans von 2 lg-Stufen. Wenn eine zusätzliche fungizide Wirkung 
ausgewiesen ist, muss eine Reduktion von 2 lg-Stufen erreicht werden. Darüber hinaus sind in 
Keimträgern zum Nachweis einer Kreuzkontamination nicht mehr als 1,70 lg/Keimträger und im 
Waschwasser nicht mehr als 2 lg/ml nachzuweisen. 

Tabelle 1 � Mindestprüfbedingungen und zusätzliche Prüfbedingungen 

Prüfparameter 
Wäschedesinfektion im häuslichen Bereich 

Biozide Behandlung zur Vermeidung von 
Schlechtgeruch und ästhetischer 

Beeinträchtigung durch Mikroorganismen 

Hauptwaschgang Spülgang Hauptwaschgang Spülgang 

Prüforganismen Escherichia coli, Enterococcus hirae, 

Pseudomans aeruginosa, Staphylococcus aureus, 

Candida albicans 

E. coli, E. hirae, P. aeruginosa, S. aureus, 

C. albicans 

Zusätzlich zusätzliche(r) Prüforganismus/-organismen: 

� Dermatophytena
 

zusätzliche(r) Prüforganismus/-organismen: 

� Dermatophytena 

� mit Schlechtgeruch verbundene 
Organismenb

 

Prüftemperatur wie vom Hersteller 
empfohlen 
und � 40 °Cc 

wie vom Hersteller 
empfohlen 
und � 20 °Cc 

wie vom Hersteller 
empfohlen 
und � 40 °Cc 

wie vom Hersteller 
empfohlen 
und � 20 °Cc 

Einwirkzeit wie vom Hersteller 
empfohlenc 

wie vom Hersteller 
empfohlenc 

wie vom Hersteller 
empfohlenc 

wie vom Hersteller 
empfohlenc 

Verschmutzung hohe Belastung: 
3,5 g Gewebe SBL2004 
(100 g Ballastgewebe) 

niedrige Belastung: 
BSA in Einbettungs-
matrix 

hohe Belastung: 
3,5 g Gewebe SBL2004 
(100 g Ballastgewebe) 

niedrige Belastung: 
BSA in Einbettungs-
matrix 

Flottenverhältnis zwischen 1 : 2 und 
1 : 10 

vom Hersteller 
festzulegen 

zwischen 1 : 2 und 
1 : 10 

vom Hersteller 
festzulegen 

zwischen 1 : 2 und 
1 : 10 

vom Hersteller 
festzulegen 

zwischen 1 : 2 und 
1 : 10 

vom Hersteller 
festzulegen 

a Siehe Anhang A für Beispiele von Dermatophyten. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments 
und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN. 

b Siehe Anhang A für Beispiele von Mikroorganismen in Zusammenhang mit Schlechtgeruch. Diese Angabe dient nur zur 
Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN. 

c Die Temperatur und die Einwirkzeit müssen auf der Grundlage der praktischen Anwendungsbedingungen des Produkts 
ausgewählt werden und liegen in der Verantwortung des Herstellers. 
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5 Prüfverfahren 

5.1 Kurzbeschreibung 

Textile Keimträger aus Baumwollgewebe (5.3.2.18) werden mit einer Prüfsuspension von Mikroorganismen 
in BSA (Rinderserumalbumin, en: bovine serum albumin) kontaminiert. Nach dem Trocknen werden die 
Keimträger in eine Trommelvorrichtung für Laborversuche mit textiler Ballastbeladung gegeben, in der der 
Desinfektionsprozess im häuslichen Bereich simuliert wird. Es kann der Hauptwaschgang und/oder der 
Spülgang simuliert werden. Am Ende des Desinfektionsschritts wird die Produktwirkung gestoppt, indem die 
Keimträger in Neutralisationsmedium-Lösung (5.2.2.7) überführt und in einem Mixer (5.3.2.6) bei 
1 000 min�1 geschüttelt werden, um die verbliebenen Mikroorganismen aus den Keimträgern zu extrahieren. 
Die Menge an rückgewonnenen Mikroorganismen wird bestimmt und die Reduktionsrate wird im Vergleich 
zu einer unbehandelten Kontrollprobe berechnet. Zusätzlich werden außerdem die Übertragungsrate auf 
unbeimpfte Keimträger und die Kontamination der Waschflotte bestimmt. 

5.2 Materialien und Reagenzien 

5.2.1 Prüforganismen 

Die bakterizide Wirkung muss unter Verwendung der folgenden als Prüforganismen ausgewählten Stämme 
bewertet werden1: 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 

Escherichia coli ATCC 10536 

Staphylococcus aureus ATCC 6538 

Enterococcus hirae ATCC 10541 

Die levurozide Wirkung muss unter Verwendung des folgenden Prüforganismus bewertet werden: 

Candida albicans ATCC 10231 

ANMERKUNG Für entsprechende Stammnummern in einigen anderen Kultursammlungen siehe Anhang A. 

Die geforderten Bebrütungstemperaturen für diese Prüforganismen betragen (36  1) °C oder (37  1) °C 
(5.3.2.3) [C. albicans (30  1) °C]. Für alle Bebrütungen, die während einer Prüfung und deren Kontrollen und 
Validierung durchgeführt werden, muss die gleiche Temperatur angewendet werden. 

Wenn zusätzliche Prüforganismen verwendet werden, müssen diese unter den im Prüfbericht vermerkten 
optimalen Wachstumsbedingungen (Temperatur, Dauer, Atmosphäre und Medien) bebrütet werden. Wenn 
die zusätzlich ausgewählten Prüforganismen nicht den festgelegten Stämmen/Arten entsprechen, muss deren 
Eignung zur Bereitstellung der geforderten Inokula verifiziert werden. Wenn diese zusätzlichen 
Prüforganismen nicht an einem Referenzzentrum klassifiziert wurden, müssen deren 
Identifizierungsmerkmale angegeben werden. Darüber hinaus müssen sie von dem Prüflabor oder der 
nationalen Kultursammlung für fünf Jahre als Referenzprobe zurückgestellt werden. 

                                                                 

1 ATCC-Nummern sind die Sammlungsnummern von Stämmen, die von American Type Culture Collection (ATCC) 
geliefert werden. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine 
Anerkennung des genannten Produkts durch CEN. 
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5.2.2 Kulturmedien und Reagenzien 

5.2.2.1 Allgemeines 

Alle in diesem Dokument angegebenen Massen chemischer Substanzen beziehen sich auf die wasserfreien 
Salze. Hydratisierte Formen dürfen als Alternative verwendet werden, aber die erforderlichen Massen müssen 
angepasst werden, um daraus resultierende Differenzen in den relativen Molekülmassen zu berücksichtigen. 

Die Reagenzien müssen analysenrein und/oder für mikrobiologische Zwecke geeignet sein. Sie müssen frei 
von Substanzen sein, die toxisch oder hemmend auf das Wachstum der Prüforganismen wirken. 

Um die Reproduzierbarkeit zu verbessern, wird empfohlen, handelsübliche wasserfreie Materialien zur 
Herstellung von Kulturmedien zu verwenden. Die Anweisungen des Herstellers zur Verarbeitung dieser 
Produkte sollten strengstens befolgt werden. 

Für jedes Kulturmedium und Reagens sollte eine (zeitliche) Begrenzung der Verwendung festgelegt werden. 

5.2.2.2 Wasser zur Herstellung von Medien 

Das Wasser muss frisch destilliertes und darf nicht nur entmineralisiertes Wasser sein. Die Sterilisation erfolgt 
im Autoklaven (5.3.2.1 a)). 

ANMERKUNG 1 Die Sterilisation ist nicht erforderlich, falls das Wasser z. B. für die Herstellung der Kulturmedien 
benötigt wird und anschließend sterilisiert wird. 

ANMERKUNG 2 Falls kein destilliertes Wasser geeigneter Qualität zur Verfügung steht, kann Wasser für 
Injektionszwecke (entsprechend der Europäischen Pharmakopöe [1]) verwendet werden. 

5.2.2.3 Wasser standardisierter Härte 

Die Vorgehensweise bei der Herstellung von 1 l Wasser standardisierter Härte ist wie folgt: 

 Herstellung von Lösung A: 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl2) und 46,24 g Calciumchlorid (CaCl2) 

werden in Wasser (5.2.2.2) gelöst und auf 1 000 ml verdünnt. 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 Flüssigkeitsverlust führen. In diesem Fall wird mit Wasser (5.2.2.2) unter aseptischen 
Bedingungen auf 1 000 ml aufgefüllt. Die Lösung lässt sich im Kühlschrank (5.3.2.8) bei 2 °C bis 8 °C bis 
zu einen Monat aufbewahren. 

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

gelöst und auf 1 000 ml verdünnt. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.7). Die Lösung 
lässt sich im Kühlschrank (5.3.2.8) bei 2 °C bis 8 °C bis zu eine Woche aufbewahren. 

 600 ml bis 700 ml Wasser (5.2.2.2) werden in einen 1 000-ml-Messkolben (5.3.2.12) gegeben und dazu 
werden mit Hilfe einer Pipette (5.3.2.9) 6,0 ml Lösung A und danach 8,0 ml Lösung B gegeben. Nach 
Durchmischen wird mit Wasser (5.2.2.2) auf 1 000 ml verdünnt. Der pH-Wert des Wassers 
standardisierter Härte muss, gemessen bei (20  1) °C, 7,0  0,2 betragen (5.3.2.4). Falls erforderlich, 
wird der pH-Wert mittels einer Lösung von etwa 40 g/l (etwa 1 mol/l) Natriumhydroxid (NaOH) oder 
etwa 36,5 g/l (etwa 1 mol/l) Salzsäure (HCl) eingestellt. 

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

DIN EN 17658:2022-11 

Full document details: DIN EN 17658:2022-11

http://www.avadocuments.com/doc/din-en-17658-2022-11
http://www.avadocuments.com/doc/din-en-17658-2022-11


EN 17658:2022 (D) 

10 

5.2.2.4 Trypton-Soja-Agar (TSA) 

Trypton, pankreatisch verdautes Casein 15,0 g 

Sojapepton, papaischer Aufschluss von Sojabohnenmehl 5,0 g 

Natriumchlorid (NaCl) 5,0 g 

Agar 15,0 g 

Wasser (5.2.2.2) bis zu 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. 

Im Falle des Auftretens von Problemen mit der Neutralisation (5.5.1.2 und 5.5.1.3) ist es möglicherweise 
erforderlich, dem TSA ein Neutralisationsmedium zuzusetzen. Anhang B enthält eine Anleitung zu 
Neutralisationsmedien, die verwendet werden dürfen. 

5.2.2.5 Malzextrakt-Agar (MEA) 

Malzextrakt 30,0 g 

Agar 15,0 g 

Wasser (5.2.2.2) bis zu 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, 5,6  0,2 betragen. 

5.2.2.6 Verdünnungsmittel 

Trypton, pankreatisch verdautes Casein 1,0 g 

Natriumchlorid (NaCl) 8,5 g 

Wasser (5.2.2.2) bis zu 1 000,0 ml 

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

5.2.2.7 Neutralisationsmedium 

In Anhang B sind Angaben zu Neutralisationsmedien angeführt, die sich für einige Arten von Produkten als 
geeignet erwiesen haben. 

5.2.2.8 Belastungssubstanz 

5.2.2.8.1 Bedingungen niedriger Belastung 

Prüfsuspensionen mit 3 g/l BSA-Lösung werden hergestellt. 

5.2.2.8.2 Bedingungen hoher Belastung 

Prüfsuspensionen mit 3 g/l BSA-Lösung werden hergestellt. 

Für die Bedingungen des Hauptwaschgangs werden 3,5 g SBL2004-Gewebestücke (SBL 2004, 
wfk Testgewebe, Brüggen, Deutschland), die etwa 1,2 g Standardschmutz enthalten 
(WFK-Artikelnummer 2814003), für jeden Prüfbecher benötigt. Für die Zusammensetzung von SBL2004 
siehe Anhang F. 
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5.3 Geräte und Glasgeräte 

5.3.1 Allgemeines 

Alle Glasgeräte und alle Geräteteile, die mit den Kulturmedien und den Reagenzien oder der Probe in 
Berührung kommen, werden nach einem der folgenden Verfahren sterilisiert, es sei denn, sie wurden bereits 
steril geliefert: 

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

b) durch trockene Hitze im Heißluftschrank [5.3.2.1 b)]. 

5.3.2 Übliche mikrobiologische Laborausrüstung2 

Und insbesondere folgende Geräte: 

5.3.2.1 Geräte zur Sterilisation (feuchte und trockene Hitze) 

a) Zur Sterilisation durch feuchte Hitze ein Autoklav, der für eine Mindesteinwirkzeit von 15 min bei 
(121 ) °C gehalten werden kann [2]; 

b) zur Sterilisation durch trockene Hitze ein Heißluftschrank, der für eine Mindesteinwirkzeit von 30 min 
bei (1800 ) °C, für eine Mindesteinwirkzeit von 1 h bei (1700 ) °C oder für eine Mindesteinwirkzeit von 
2 h bei (1600 ) °C gehalten werden kann. 

5.3.2.2 Wasserbäder, einstellbar zwischen (20  1) °C und (45  1) °C. 

5.3.2.3 Brutschrank, einstellbar entweder auf (36  1) °C oder (37  1) °C bezüglich der bakteriziden 
Wirkung und (30  1) °C bezüglich der levuroziden Wirkung. Bei den Bebrütungen während einer Prüfung 
und deren Kontrollen und Validierung muss die gleiche Temperatur angewendet werden. 

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

Zur Messung des pH-Wertes der Agarmedien (5.2.2.4 bis 5.2.2.5) sollte eine Einstichelektrode oder eine flache 
Membranelektrode verwendet werden. 

5.3.2.5 Stoppuhr 

5.3.2.6 Schüttelgeräte 

a) Elektromechanisches Rührwerk, z. B. Vortex-Mischer; 

b) Mischer (mit 1 000 min�1). 

5.3.2.7 Membranfiltrationsgerät, hergestellt aus einem Material, das mit den zu filtrierenden Substanzen 
verträglich ist, mit einem Filterhalter von mindestens 50 ml Nutzvolumen und geeignet zur Verwendung von 
Filtern mit einem Durchmesser von 47 mm bis 50 mm und einer Porenweite von 0,45 µm für die Sterilisation 
von Wasser standardisierter Härte (5.2.2.3). 

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

                                                                 

2 Sterile Einweggeräte sind eine annehmbare Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeräten. 
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5.3.2.9 Messpipetten mit einem Nennvolumen von 10 ml, 1 ml, 0,1 ml und 0,01 ml oder kalibrierte 
automatische Pipetten. 

5.3.2.10 Sterile Spritzen mit einem Nennvolumen von 90 ml und 10 ml. 

5.3.2.11 Petrischalen, (Platten) in den Größen 90 mm bis 100 mm. 

5.3.2.12 Messkolben 

5.3.2.13 Zentrifuge (4 700 g). 

5.3.2.14 Röhrchen mit Schraubverschluss und konischem Boden (mit einem Fassungsvermögen von 
50 ml, Durchmesser: etwa 28 mm). 

5.3.2.15 Mikro-Zentrifugenröhrchen aus Polypropylen (mit einem Fassungsvermögen von 2 ml) für die 
Rückgewinnung der Prüforganismen aus den Keimträgern. 

5.3.2.16 Sieb aus nichtrostendem Stahl (die Löcher müssen kleiner sein als 1 cm × 1 cm) 

5.3.2.17 Metallkügelchen (etwa 0,9 g; etwa 0,6 cm) 

5.3.2.18 Keimträger aus Baumwolle, 1 cm2 (d. h. wfk 10 A, wfk Testgewebe, Brüggen, Deutschland): Die 
Keimträger werden unter Verwendung von Standardbaumwollgewebe hergestellt, das sorgfältig in 1 cm2 
große Stücke geschnitten, dreimal in doppelt destilliertem Wasser gekocht und im Autoklaven 
[siehe 5.3.2.1 a)] sterilisiert wurde. 

Flächenbezogene Masse: (170  10) g/m2 (tatsächlich 160 g/m2) 

Faserstoff (Kette und Schuss): Baumwolle, doppelt gerippt 

Faserlänge (Kette und Schuss): mindestens 27 mm 

Garnfeinheit (Kette und Schuss): (295  10) dtex 

Garndrehung (Kette und Schuss): Z-Drehung (700  25) t/m 

Bindung: Leinwandbindung 1 

Fadendichte: jeweils 270 Fäden/dm 

Das Baumwollkontrollgewebe muss gebleicht, ohne Appretur und darf nicht optisch aufgehellt sein. 

Nach drei Waschvorgängen sollte die Höchstzugkraft, nass, in Kettrichtung (63  5) daN betragen. 

ANMERKUNG Nach DIN ISO 2267 [3] geprüftes Baumwollgewebe erfüllt die Anforderungen. 

5.3.2.19 Färbung der Keimträger 

Um zu erkennen, mit welchem Mikroorganismus jeder Keimträger beimpft wurde, muss jeder Keimträger mit 
einer anderen Farbe gefärbt werden. 

Es muss validiert werden, dass der verwendete Farbstoff für keinen der zu prüfenden Mikroorganismen 
toxisch ist. 
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Für diesen Zweck validierte Färbemittel: 

a) Textilmarker von Marabu; 

b) Textilfarbe intensiv von Simplicol; 

c) Textilfarbe Tinte von Iberia. 

Für weitere Informationen siehe Anhang G. 

5.3.2.20 Ballastbeladung 

Als Ballastbeladung muss textiles Flächengebilde aus Polyester/Baumwolle 
(65 % Polyester/35 % Baumwolle) verwendet werden (d. h. wfk 20 A, wfk Testgewebe, Brüggen, 
Deutschland). 

5.3.2.20.1 Hauptwaschgang 

Gesamtmenge der Ballastbeladung: 96,5 g textiles Flächengebilde aus Polyester/Baumwolle und 
3,5 g SBL2004. Falls die Trommelvorrichtung des Laborprüfgerätes mit einer anderen Einwirkkammer mit 
einem abweichenden Kammervolumen versehen ist, müssen die unten angegebenen Prüfvolumen und 
Ballastbeladungen entsprechend angepasst werden. 

96,5 g Ballastgewebe werden in Quadrate von 10 cm × 10 cm geschnitten. Es wird mit sterilem destilliertem 
Wasser zweimal gekocht. Das Gewebe wird an der Luft trocknen gelassen, bis es vollständig trocken ist. 
96,5 g Ballast werden in einen Behälter oder Becher gegeben und 15 min bei 121 °C autoklaviert, wobei 
sichergestellt wird, dass das Gewebe vor der Verwendung vollständig trocken ist. 

Die Ballastbeladung für die Produktprüfung sollte nicht mehr als einmal verwendet werden. Beim 
Kontrollversuch mit Wasser kann der Ballast vor dem Verwerfen dreimal wiederverwendet werden. 

5.3.2.20.2 Spülgang 

Gesamtmenge der Ballastbeladung: 100 g textiles Flächengebilde aus Polyester/Baumwolle. Falls die 
Trommelvorrichtung des Laborprüfgerätes mit einer anderen Einwirkkammer mit einem abweichenden 
Kammervolumen versehen ist, müssen die unten angegebenen Prüfvolumen und Ballastbeladungen 
entsprechend angepasst werden. 

100 g Ballastgewebe werden in Quadrate von 10 cm × 10 cm geschnitten. Es wird mit sterilem destilliertem 
Wasser zweimal gekocht. Das Gewebe wird an der Luft trocknen gelassen, bis es vollständig trocken ist. 
100 g Ballast werden in einen Behälter oder Becher gegeben und 15 min bei 121 °C autoklaviert, wobei 
sichergestellt wird, dass das Gewebe vor der Verwendung vollständig trocken ist. 

5.3.2.21 Trommelvorrichtung 

Durch die Trommelvorrichtung müssen die folgenden Spezifikationen sichergestellt werden 
(siehe Anhang D): 

a) Trommelvorrichtung zum Drehen des Bechers 360° um die horizontale Achse; 

b) Durchmesser bei 40 min�1 bis 60 min�1; 

c) Bad-/Lufttemperatur 20 °C bis 40 °C; 

d) Genauigkeit 1 °C. 
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5.3.2.22 Einwirkkammer, Metallbecher (1 000 ml). Je nach Art der Trommelvorrichtung sind andere 
Volumen möglich. 

5.3.2.23 Behälter, geeignet zur Aufnahme von 100 g Ballast (autoklavierbar). 

5.4 Herstellung der Prüforganismus-Suspensionen 

5.4.1 Prüforganismus-Suspensionen (Prüfsuspension) 

5.4.1.1 Allgemeines 

Für jeden Prüforganismus muss eine Prüfsuspension zur Durchführung der Prüfung hergestellt werden. 

5.4.1.2 Aufbewahrung und Stammkulturen von Prüforganismen 

Die Prüforganismen und deren Stammkulturen müssen nach EN 12353 hergestellt und aufbewahrt werden. 

5.4.1.3 Gebrauchskultur und Prüforganismen 

5.4.1.3.1 Bakterien 

Um die Gebrauchskultur der Bakterien herzustellen, wird eine Subkultur von der Stammkultur durch 
Ausstrich auf mindestens etwa zwei TSA-Platten (5.2.2.4) angelegt und bei (36  1) °C oder (37  1) °C 
bebrütet (5.3.2.3). 

Nach 24 h Bebrütung bei (36  1) °C oder (37  1) °C wird aus der ersten Subkultur auf die gleiche Weise eine 
zweite Subkultur angelegt und bebrütet. 

Eine dritte Subkultur darf nicht verwendet werden. 

5.4.1.3.2 Hefen 

Candida albicans 

Um die Gebrauchskultur von Candida albicans herzustellen, wird eine Subkultur von der Stammkultur durch 
Ausstrich auf MEA (5.2.2.5) angelegt und bei (30  1) °C bebrütet (5.3.2.3). Nach 42 h bis 48 h wird aus der 
ersten Subkultur auf die gleiche Weise eine zweite Subkultur angelegt und 42 h bis 48 h bebrütet. 

Aus dieser zweiten Subkultur darf auf die gleiche Weise eine dritte Subkultur angelegt werden. Die zweite und 
dritte Subkultur müssen die Gebrauchskultur(en) sein. Eine vierte Subkultur darf nicht verwendet werden. 

5.4.1.4 Prüfsuspension (N) 

5.4.1.4.1 Prüfsuspension von Bakterien 

Anteile der zweiten Subkultur werden ösenweise in das Verdünnungsmittel (5.2.2.6) überführt und unter 
Verwendung eines Spektrophotometers mit einer Wellenlänge von 620 nm wird der Organismenbestand auf 
mehr als 1,5 × 109 KBE/ml für P. aeruginosa und E. coli und mehr als 1,5 × 108 KBE/ml für E. hirae und 
S. aureus eingestellt. Das Volumen wird aufgezeichnet. 

Die Suspension wird 5 min bei 4 700 g zentrifugiert. Der gesamte Überstand wird entfernt und das Pellet wird 
mit 0,3 g/l BSA-Lösung resuspendiert, deren Volumen dem im vorherigen Schritt aufgezeichneten Volumen 
des Verdünnungsmittels entspricht. Die Anzahl der Zellen in der Suspension muss mehr als 1,5 × 109 KBE/ml 
für P. aeruginosa und E. coli und mehr als 1,5 × 108 KBE/ml für E. hirae und S. aureus betragen. 
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