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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN 17846:2023) 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 176-03-06 AA ,,Chemische Desinfek-
tionsmittel und Antiseptika in der Humanmedizin“ im DIN-Normenausschuss Medizin (NAMed).

Aktuelle Informationen zu diesem Dokument kénnen {iber die Internetseiten von DIN (www.din.de) durch eine
Suche nach der Dokumentennummer aufgerufen werden.
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EUROPAISCHE NORM EN 17846
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE November 2023

ICS 11.080.20

Deutsche Fassung

Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika —
Quantitatives Prifverfahren zur Bestimmung der sporiziden
Wirkung gegen Clostridioides difficile auf nicht-porosen
Oberflachen mit mechanischer Einwirkung mit Hilfe von
Tlichern im humanmedizinischen Bereich (4-Felder-Test) —
Prifverfahren und Anforderungen (Phase 2, Stufe 2)

Chemical disinfectants and antiseptics — Antiseptiques et désinfectants chimiques —
Quantitative test method for the evaluation of sporicidal Méthode d'essai quantitative pour 1'évaluation
activity against Clostridioides difficile on non-porous de l'activité sporicide contre Clostridioides difficile sur
surfaces with mechanical action employing wipes in the des surfaces non poreuses, avec action mécanique a
medical area (4-field test) — l'aide de lingettes dans le domaine médical
Test method and requirements (phase 2, step 2) (essai a 4 zones) —

Méthode d'essai et prescriptions (phase 2, étape 2)

Diese Europdische Norm wurde vom CEN am 4. September 2023 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, Ddnemark, 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 Vorwort

Dieses Dokument (EN 17846:2023) 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 Mai 2024, und etwaige entgegenstehende nationale Nor-
men miissen bis Mai 2024 zurilickgezogen werden.

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

Riickmeldungen oder Fragen zu diesem Dokument sollten an das jeweilige nationale Normungsinstitut des
Anwenders gerichtet werden. Eine vollstandige Liste dieser Institute ist auf den Internetseiten von CEN abruf-
bar.

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, Ruminien, Schwe-
den, Schweiz, Serbien, Slowakei, Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Tiirkei, Ungarn, Vereinigtes
Konigreich und Zypern.
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Einleitung

Dieses Dokument legt einen Keimtragerversuch zur Feststellung, ob ein chemisches Desinfektionsmittel zur
Anwendung auf Oberflachen durch Aufbringen mit Tiichern im Rahmen der im Anwendungsbereich beschrie-
benen Anwendungsgebiete eine sporizide Wirkung gegen Clostridioides difficile aufweist, fest.

Der Laboratoriumsversuch simuliert praxisnahe Anwendungsbedingungen, wie z. B. Einwirkzeit, Temperatur
und Belastungssubstanzen, einschliefdlich des vorherigen Antrocknens von festgelegten Priiforganismen auf
einer Priiffliche als Trager und des Abwischens des Produkts auf der Priiffliche mit einem Tuch. Die Bedin-
gungen sollen allgemeinen Anspriichen geniigen. Wenn jedoch bei einigen Anwendungsarten die Anwendungs-
empfehlungen fiir ein Produkt abweichen, diirfen oder miissen zusatzliche Priifbedingungen angewendet wer-
den.

Jede durch diese Priifung ermittelte Gebrauchskonzentration des Produkts entspricht festgelegten Versuchs-
bedingungen.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Priifverfahren fiir und die Mindestanforderungen an die sporizide Wirkung gegen
Sporen von Clostridioides difficile von chemischen Desinfektionsmitteln fest, die bei Verdiinnung mit Wasser
standardisierter Harte — bzw. bei gebrauchsfertigen Produkten bei der Verdiinnung mit Wasser - als homogene,
physikalisch stabile Zubereitung vorliegen.

Dieses Dokument ist anwendbar fiir Produkte, die im medizinischen Bereich zur Desinfektion von nicht-
pordsen Oberflachen, einschliefflich Oberflaichen auf Medizinprodukten, durch Abwischen verwendet
werden - unabhdngig davon, ob sie in der Richtlinie 93/42/EWG iiber Medizinprodukte erfasst sind oder
nicht.

Aufgrund der neuen Verfahren zur Anwendung von Oberfldchendesinfektionsmitteln wie vorgetrankten
Tiichern wurde dieses Dokument erstellt, um die verschiedenen Anwendungsmethoden zu behandeln.

Das Dokumentistanwendbar fiir vier Verfahren zur Anwendung von Produkten zum Wischen und/oder Abput-
zen:

a) Tranken eines nicht-spezifizierten Tuchs oder Putzlappens mit dem Produkt;

b) Spriihen des Produkts auf ein nicht-spezifiziertes Tuch und/oder einen Putzlappen oder ein spezifiziertes
Tuch oder Putzlappen;

c) Tranken spezifizierter Tiicher oder Putzlappen mit dem Produkt entsprechend den Herstellerempfehlun-
gen durch den Anwender;

d) Vortrdnken spezifizierter Tiicher oder Putzlappen als gebrauchsfertige Tiicher oder Putzlappen durch den
Hersteller.

Bei allen Anwendungsarten muss mit dem Standardtuch [5.3.2.17 a)] der Kontrollversuch mit Wasser durch-
geflihrt werden, da es sich um eine Prozess- oder Verfahrenskontrolle handelt.

Dieses Dokument ist nicht anwendbar fiir Produkte, die auf Oberflachen gespriiht oder geschwemmt und bis
zur Einwirkungsanwendung darauf belassen werden; dann sollten Normen der Phase 2, Stufe 2 ohne mecha-

nische Einwirkung und die zugehorigen Verfahren durchgefiihrt werden.

Die Priifflache (5.3.2.16) wurde als Standardoberflache gewadhlt und sollte alle nicht-pordsen Oberflachen
abdecken. Es war nicht beabsichtigt, den Einfluss der einzelnen unterschiedlichen Oberflachen zu behandeln.

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

— Krankenhdusern, kommunalen medizinischen Einrichtungen und im Dentalbereich,
— medizinischen Einrichtungen in Schulen, Kindergérten und Heimen

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

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

EN 14885 legt im Einzelnen die Beziehung der verschiedenen Priifungen untereinander sowie zu den ,,Anwen-
dungsempfehlungen” fest.
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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 (einschlieflich aller Anderungen).

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

EN 17126:2018, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika — Quantitativer Suspensionsversuch zur
Bestimmung der sporiziden Wirkung im humanmedizinischen Bereich — Priifverfahren und Anforderungen
(Phase 2, Stufe 1)

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 und die folgenden Begriffe.

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

— [EC Electropedia: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/
— SO Online Browsing Platform: verfiigbar unter http://www.iso.org/obp

31

vorgetrdnktes Tuch

gebrauchsfertiges Tuch

Tuch mit Desinfektionsmittel, das vom Tuchhersteller am Herstellungsort zum Tuch hinzugefiigt wird

3.2
getrianktes Tuch
Tuch mit Desinfektionsmittel, das vom Anwender zum Tuch hinzugefiigt wird

Anmerkung 1 zum Begriff:  Beispiele sind u. a. ein in Desinfektionsmittel getranktes Tuch oder ein mit Desinfektions-
mittel bespriihtes Tuch.

4 Anforderungen

Bei dem mit Wasser standardisierter Harte oder - bei gebrauchsfertigen Produkten - mit Wasser verdiinn-
ten und nach Abschnitt 5 unter simulierter niedriger Belastung (0,3 g/1 Rinderserumalbumin) oder simulier-
ter hoher Belastung (3,0 g/1 Rinderserumalbumin + 3,0 ml/1 Schaf-Erythrozyten) entsprechend seiner prakti-
schen Anwendungen und unter den folgenden Priifbedingungen: Temperatur zwischen 4 °C und 30 °C, Einwirk-
zeit mindestens 1 min und hochstens entweder 30 min oder 60 min! gepriiften Produkt muss eine dezimal-
logarithmische (Ig) Reduktion der Lebendkeimzahl um mindestens 4 Stufen auf dem Priiffeld 1 nachgewiesen
werden. Der Mittelwert der Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) je 25 cm? auf den Priiffeldern 2 bis 4
muss gleich oder weniger als 50 betragen, der Mittelwert der Anzahl der KBE auf den Priiffeldern 1 bis 4 des
Kontrollversuchs mit Wasser muss gleich oder mehr als 10 betragen. Details zur Prazision und zur Wiederho-
lung werden in 5.8.4 und EN 14885 angegeben.

1 Siehe5.5.1.1b). Documents
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Die sporizide Wirkung gegen Sporen von Clostridioides difficile muss unter Verwendung des folgenden Priifor-
ganismuses bewertet werden: Clostridioides difficile R027.

Wo es angezeigt ist, muss die spezifische sporizide Wirkung zusatzlich unter Anwendung anderer Einwirkzei-
ten und Priiforganismen bestimmt werden, um besondere bestimmungsgemafie Anwendungsbedingungen zu
berticksichtigen.

ANMERKUNG  Beidiesen zusatzlichen Bedingungen kann die als Ergebnis festgestellte Konzentration niedriger sein als
die unter den Mindestpriifbedingungen erhaltene Konzentration.

5 Priifverfahren
5.1 Kurzbeschreibung

5.1.1 Eine Prifflaiche wird mit vier hintereinander liegenden Quadraten von 5 cm x 5 cm, den ,Priiffeldern®,
markiert. Priiffeld 1 auf der Priiffliche wird mit einer Priifsuspension von Sporen von Clostridioides difficile
(C. difficile) in einer Losung von Belastungssubstanzen beimpft. Das Inokulum wird trocknen gelassen. Ein
Tuch wird mit einer Probe des Produkts im Lieferzustand und/oder des mit Wasser standardisierter Harte
(oder Wasser bei gebrauchsfertigen Produkten) verdiinnten Produkts getrankt. Die Priiffliche wird mit dem
getrankten Tuch tber die vier markierten Priiffelder gewischt, beginnend vor dem Priiffeld 1, wobei unmit-
telbar nach Priiffeld 4 gewendet und zuriick zum Startpunkt gewischt wird. Parallel wird ein Kontrollversuch
mit Wasser durchgefiihrt: Ein Tuch wird mit Wasser standardisierter Harte [5.5.2.2 e)] anstelle des Produkts
getrankt.

ANMERKUNG  Fir die Zwecke dieses Dokuments konnen Verweisungen auf ,Wischen®, ,Tuch und ,gewischt mit

»2Abputzen®, ,Putzlappen” und ,abgeputzt” gleichgesetzt werden, wenn das Normverfahren angewendet wird, um eine
Anwendung mit einem Putzlappen zu priifen.

Temperatur, Verschmutzung und Einwirkzeit werden entsprechend den Empfehlungen des Herstellers
angewendet. Am Ende der Einwirkzeit werden die Priiforganismen von jedem Priiffeld mit befeuchteten
Tupfern zuriickgewonnen. Die Tupfer werden in ein Rohrchen eingebracht, das ein Verdiinnungsmittel und
ein Neutralisationsmedium enthalt, und die Priiforganismen werden durch Schiitteln vom Tupfer abgetrennt.
Die Anzahl der iiberlebenden Priiforganismen in jeder Probe wird bestimmt und die Keimreduktion wird
berechnet, indem die Ergebnisse des Kontrollversuchs zur Trocknung D¢ und die mit dem Produkt erhaltenen
Ergebnisse verglichen werden. Parallel zu dieser Priifung mit dem Produkt wird Wasser in der gleichen Weise
aufgebracht, um sicherzustellen, dass die Priiforganismen auf den 4 Feldern verteilt wurden, und ihre Anzahl
einen bestimmten Wert erreicht hat. Die Priifung wird unter Verwendung von C. difficile als Priiforganismus
(Mindestpriifbedingungen) durchgefiihrt.

5.1.2  Zusatzliche Priiforganismen (nur sporizide Stamme), Einwirkzeiten und Belastungssubstanzen kon-
nen verwendet werden.

5.2 Materialien und Reagenzien
5.2.1 Priiforganismus

Die sporizide Wirkung gegen C. difficile muss unter Verwendung des folgenden als Priiforganismus ausgewahl-
ten Stamms? bewertet werden:

— Clostridioides difficile R027  NCTC 13366

Zum Verweis auf Stimme in einigen anderen Kultursammlungen siehe Anhang A.

2 Die NCTC-Nummern sind die Sammlungsnummern von Stdimmen, die von National Collection of Type Cultures (NCTC)
geliefert werden. Diese Angabe dient nur zur Information der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Aner-

kennung des genannten Produkts durch CEN. DOCU m ents
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Wenn zusatzliche Priiforganismen verwendet werden, miissen diese unter den im Priifbericht vermerkten opti-
malen Wachstumsbedingungen (Temperatur, Dauer, Atmosphéare und Medien) bebriitet werden. Wenn die aus-
gewahlten zuséitzlichen Priiforganismen nicht den festgelegten Stimmen entsprechen, muss deren Eignung
zur Bereitstellung der geforderten Inokula verifiziert werden. Wenn diese zuséatzlichen Priiforganismen nicht
an einem Referenzzentrum klassifiziert wurden, miissen deren Identifizierungsmerkmale angegeben werden.
Dartiiber hinaus miissen sie von dem Priiflaboratorium oder der nationalen Kultursammlung fiinf Jahre als
Referenzprobe zuriickgestellt werden.

Die geforderte Bebriitungstemperatur fiir diese Priifbakterien betrdagt 36 °C+1°C oder 37°C+1°C (5.3.2.3)
unter anaeroben Bedingungen. Die gleiche Temperatur (36 °C oder 37 °C) und anaerobe Bedingungen miissen
fiir alle Bebriitungen wahrend deren Kontrolle und Validierung angewendet werden.

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 diirfen als Alternative verwendet werden, aber die erforderlichen Massen miis-

sen 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 den Priiforganismus wirken.

Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit wird empfohlen, dass zur Herstellung von Kulturmedien handelsiib-
liche wasserfreie Materialien verwendet werden, wenn sie den nachstehend angefiihrten Mischungsverhaltnis-
sen entsprechen. Die Anweisungen des Herstellers zur Verarbeitung dieser Erzeugnisse sollten genau befolgt
werden.

Fiir jedes Kulturmedium und Reagens sollte eine (zeitliche) Begrenzung der Verwendung festgelegt werden.
Alle festgelegten pH-Werte werden bei 20 °C £ 1 °C (5.3.2.4) gemessen.

5.2.2.2 Wasser

Das Wasser muss frisch in einer Glasapparatur destilliertes oder entionisiertes und entmineralisiertes Wasser
sein. Falls kein destilliertes oder entionisiertes und entmineralisiertes Wasser geeigneter Qualitat zur Verfii-

gung steht, darf Wasser fiir Injektionszwecke (siehe [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 anschliefiend sterilisiert wird.

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

a) BHIYT-L-Agar

— Hirn-Herz-Infusion 37,0g

— Hefeextrakt 508

— L-Cystein 1,0g

— Natriumtaurocholat 1,0g

— Agar 150¢g

— Wasser (5.2.2.2) bis auf 1 000,0 ml
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Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Nach der Sterilisation muss der pH-Wert (5.3.2.4) des Medi-
ums 7,0 £ 0,2 betragen. Das Medium wird auf 48 °C + 2 °C abgekiihlt. Es werden 200 000 Einheiten Lysozym in
10 ml Wasser (5.2.2.2) aufgelost. Die enzymatische Losung wird durch Membranfiltration (5.3.2.7) sterilisiert.

Sollten Probleme bei der Neutralisation (5.5.1.2 und 5.5.1.3) auftreten, kann es notwendig sein, dem BHIYT-L
Neutralisationsmedium zuzusetzen. Anhang B enthalt eine Anleitung zu Neutralisationsmedien, die verwendet
werden diirfen. Es wird empfohlen, kein Neutralisationsmedium zu verwenden, das zu einer Triibung im Agar
fithrt.

5.2.2.4 Verdiinnungsmittel

a) Allgemeines Verdiinnungsmittel

Trypton-Natriumchlorid-Losung:

— Trypton, tryptisch verdautes Casein 1,0g
— Natriumchlorid (NaCl) 858

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven (5.3.1). Nach der Sterilisation muss der pH-Wert (5.3.2.4) des allgemei-
nen Verdliinnungsmittels 7,0 + 0,2 betragen.

5.2.2.5 Neutralisationsmedium

Das Neutralisationsmedium muss fiir das zu priifende Produkt nach 5.5.1.2 und 5.5.2 validiert sein. Das Neu-
tralisationsmedium muss steril sein.

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

5.2.2.6 Steriles defibriniertes Schafsblut

Steriles defibriniertes Schafsblut kann von einem kommerziellen Lieferanten bezogen werden.
5.2.2.7 Wasser standardisierter Hirte zur Verdiinnung der Produkte - Allgemeines
Die Vorgehensweise bei der Herstellung von 11 Wasser standardisierter Harte ist wie folgt:

— Herstellung von LosungA: Es werden 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl,) und 46,24 g Calciumchlo-
rid (CaCly) in Wasser (5.2.2.2) gelost und auf 1000ml aufgefillt. 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 fiithren. In diesem Fall wird mit Wasser (5.2.2.2) unter aseptischen
Bedingungen auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Losung lasst sich im Kiihlschrank (5.3.2.8) bis zu einen Monat
aufbewahren.

— Herstellung von Losung B: Es werden 35,02 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) in Wasser gelost und
auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Losung wird durch Membranfiltration (5.3.2.7) sterilisiert. Die Losung lasst sich
im Kiithlschrank (5.3.2.8) 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, dazu wer-
den 6,0 ml (5.3.2.9) Losung A und danach 8,0 ml Losung B gegeben. Nach dem 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
betragen (5.3.2.4). Falls erforderlich, wird der pH-Wert mittels einer Losung von etwa 40 g/l (etwa 1 mol/I)
Natriumhydroxid (NaOH) oder etwa 36,5 g/1 (etwa 1 mol/1) Salzsdure (HCI) eingestellt.

Das Wasser standardisierter Harte muss unter aseptischen Bedingungen frisch hergestellt und innerhalb von

12 h verbraucht werden.
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Bei Herstellung der Produktpriiflésungen (5.4.2) fiihrt die Zugabe des Produkts zum Wasser standardisierter
Héarte zu einer unterschiedlichen endgiiltigen Wasserhirte in jedem Reagenzglas. In jedem Fall liegt die end-
giiltige Wasserharte, angegeben als Calciumcarbonat (CaCO3), im Reagenzglas unter 375 mg/1.

5.2.2.8 Belastungssubstanzen

5.2.2.8.1 Allgemeines

Die Belastungssubstanz muss nach 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.

Die lonenzusammensetzung (z. B. pH-Wert, Calcium- und/oder Magnesiumhérte) und die chemische Zusam-
mensetzung (z. B. Mineralstoffe, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide, Detergenzien) miissen festgelegt sein.

ANMERKUNG  Der Begriff ,Belastungssubstanz wird auch dann verwendet, wenn es sich um mehrere Substanzen han-
delt.

5.2.2.8.2 Bedingungen niedriger Belastung (Rinderserumalbuminlésung - geringe Konzentration)

In 100 ml allgemeinen Verdiinnungsmittels [5.2.2.4 a)] werden 0,30 g Rinderserumalbumin FraktionV (fiir
mikrobiologische Zwecke geeignet) geldst.

Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.7); die Losung ist in einem Kiihlschrank (5.3.2.8) auf-
zubewahren und innerhalb von einem Monat zu verbrauchen.

Die Endkonzentration des Rinderserumalbumins in dem Priifverfahren (5.5) betragt 0,3 g/1.

5.2.2.8.3 Bedingungen hoher Belastung (Gemisch von Rinderserumalbuminlésung in hoher
Konzentration mit Schaf-Erythrozyten)

In 97 ml allgemeinen Verdiinnungsmittels [5.2.2.4 a)] werden 3,00 g Rinderserumalbumin FraktionV (fiir
mikrobiologische Zwecke geeignet) geldst.

Die Losung wird durch Membranfiltration (5.3.2.7) sterilisiert.

Es werden mindestens 8,0 ml frisches steriles defibriniertes Schafsblut (5.2.2.6) hergestellt. Das Schafsblut
wird bei 800 gy fiir 10 min zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes werden die Erythrozyten im all-
gemeinen Verdiinnungsmittel [5.2.2.4 a)] resuspendiert. Dieser Vorgang wird mindestens dreimal wiederholt,
bis der Uberstand farblos ist. 3 ml der angereicherten (gepackten) Schaf-Erythrozyten werden in den 97 ml
sterilisierter Rinderserumalbuminlésung (siehe oben) resuspendiert. Um eine Kontamination zu verhindern,
sollte dieses Gemisch in Portionen aufgeteilt werden, die wahrscheinlich an einem Tag verwendet werden, und
in gesonderten Behaltern in einem Kiihlschrank bei 2 °C bis 8 °C fiir h6chstens 7 Tage gelagert werden.

Die Endkonzentration des Rinderserumalbumins und der Schaf-Erythrozyten im Priifverfahren (5.5) muss
3 g/l bzw. 3 ml/1 betragen.

5.3 Apparate und Glasgerate
5.3.1 Allgemeines

Mit Ausnahme steril gelieferter werden alle Glasgeradte und alle Geréateteile, die mit den Kulturmedien und
Reagenzien oder der Probe in Beriihrung kommen, nach einem der folgenden Verfahren sterilisiert:

a) durch feuchte Hitze im Autoklaven [5.3.2.1a)];
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b) durch trockene Hitze im Heifluftsterilisator [5.3.2.1 b)].
5.3.2 Ubliche mikrobiologische Laborausriistung3
und insbesondere die folgenden Gerate:

5.3.2.1 Gerite zur Sterilisation:

a) zur Dampfsterilisation ein Autoklav, der fiir eine Mindesthaltezeit von 15 min bei (121"'03) °C gehalten wer-
den kann;

b) zur Sterilisation durch trockene Hitze ein Heifluftsterilisator, der fiir eine Mindesthaltezeit von 30 min
bei (1803’5) °C, fiir eine Mindesthaltezeit von 1 h bei (170+05) °C oder fiir eine Mindesthaltezeit von 2 h bei

(16035) °C gehalten werden kann.

5.3.2.2 Wasserbader, einstellbar auf 20°C+ 1 °C und 45 °C + 1 °C [um den Agar im Fall des Gussplattenver-
fahrens im verfliissigten Zustand zu halten und auf zusatzliche Priiftemperaturen + 1 °C (5.5.1)].

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

5.3.2.4 pH-Messgerdt, mit einer Kalibrierunsicherheit von nicht mehr als# 0,1 pH-Einheiten bei
20°C+£1°C. Zur Messung des pH-Wertes der Agarmedien (5.2.2.3) sollte eine Einstichelektrode oder eine
flache Membranelektrode verwendet werden.

5.3.2.5 Stoppuhr.

5.3.2.6  Schiittelgerite.

a) Elektromechanisches Riihrwerk, z. B. Vortex®-Mischer?.

b) Mechanisches Schiittelgerit.

5.3.2.7 Membranfiltrationsgerit, hergestellt aus einem Material, das mit den zu filtrierenden Substanzen
vertraglich 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 um fiir die Sterilisation
von Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) und Rinderserumalbumin (5.2.2.8.2 und 5.2.2.8.3).

Die verwendete Vakuumquelle muss eine stetige Filtrationsdurchflussrate erméglichen.

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

5.3.2.9 Messpipetten mit Nennvolumina von 10 ml, 1 ml und 0,1 ml. Kalibrierte automatische Pipetten diir-
fen angewendet werden.

5.3.2.10 Petrischalen (Platten) in den Gréfsen 90 mm bis 100 mm. (Die Petrischalen werden fiir das Plat-
tengussverfahren und fiir das Vorbefeuchten der Standardtiicher mit 16 ml Priiflésung des Produkts oder mit

Wasser standardisierter Harte bendtigt.)

5.3.2.11 Glasperlen (Durchmesser: 3 mm bis 4 mm).

Sterile Einweggerdte sind eine annehmbare Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten.

4 Vortex®-Mischer ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelstibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrich-
tung der Personen, die dieses Dokument anwenden, und bedeutet keine Anerkennung dieses genannten Produkts

durch CEN.
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