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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 13697:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,,Chemische Desinfekti-
onsmittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

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

Um Zweifelsfalle in der Ubersetzung auszuschlieRen, ist die englische Originalfassung beigefiigt. Die Nutzungs-
bedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafden auch fiir den englischen Text.

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

Anderungen
Gegeniiber DIN EN 13697:2019-10 wurden folgende Anderungen vorgenommen:

a) die Impfkultur unter niedriger Belastung fiir Pseudomonas aeruginosa und Candida albicans wurde auf das
vorherige Niveau nach EN 13697:2015 reduziert;

b) eine genauere Uberwachung des Trocknungsprozesses wurde in Anhang F (informativ) aufgenommen, um
eine ausreichende Anzahl von iliberlebenden Zellen fiir gliltige Ergebnisse zu erreichen;

c) Aufnahme des Begriffs ,levurozid” in den Titel des Dokuments;

d) Klarstellung, dass 1 % rekonstituierte Milch als alleinige Verschmutzung in der Milchindustrie verwendet
werden kann (keine Notwendigkeit, BSA zu testen);

e) die Bezeichnungen der Variablen Nd, Nc, NC und NT wurden zur Harmonisierung mit anderen Normen des
CEN/TC216 in Na, A, B und C umbenannt;

f) Erlauterung des Zahlverfahrens in 5.5.3;
g) Korrektur von Gleichung (2) und Gleichung (3) in 5.5.3;

h) Norm redaktionell iiberarbeitet und an die derzeit giiltigen Gestaltungsregeln angepasst.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 13697:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,,Chemische Desinfekti-
onsmittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur CEN Umfrage vorgelegt.
Dieses Dokument wird EN 13697:2015+A1:2019 ersetzen.

Im Vergleich zur Vorgangerversion EN 13697:2015+A1:2019 der Ausgabe EN 13697:2015 wurden die folgen-
den Anderungen vorgenommen:

— die Impfkultur unter Bedingungen niedriger Belastung flir Pseudomonas aeruginosa und Candida albicans
wurde auf die vorherigen Zellzahlen wie in EN 13697:2015 verringert;

— eine genauere Uberwachung des Trocknungsprozesses wurde als AnhangF (informativ) aufgenommen,
um das Erreichen einer ausreichenden Anzahl iberlebender Zellen fiir giiltige Ergebnisse zu unterstiitzen;

— Aufnahme der levuroziden Wirkung in den Titel des Dokuments;

— Erlduterung, dass 1%ige rekonstituierte Milch als alleinige Verschmutzung (Belastungssubstanz) in der
Milchwirtschaft verwendet werden kann (keine Notwendigkeit, BSA zu priifen);

— zur Harmonisierung mit anderen Normen des CEN/TC 216 wurden die Bezeichnungen der Variablen Nd,
Nc, NC und NT in Na, A, B und C umbenannt;

— Erlauterung des Zahlverfahrens in 5.5.3;
— Korrektur von Gleichung (2) und Gleichung (3) in 5.5.3.

Die folgenden Anderungen in Version EN 13697:2015+A1:2019 im Vergleich zur Ausgabe EN 13697:2015 wur-
den beibehalten:

— Streichung obligatorischer und zusatzlicher Priifbedingungen (siehe Tabelle 1 und 5.5.1);
— Aktualisierung der Herstellung von Rinderserumalbumin- und Magermilch-Lésungen (siehe 5.2.2.8.2);
— Anleitung zur Verwendung eines Vakuum-Exsikkators erganzt;

— Erlauterung zur Bestimmung der mikrobiziden Konzentrationen durch Aktualisierung von 5.5.2.1 b) und
Ergdnzung von Bildern von Tragern.

Die nach EN 13697:2015 und EN 13697:2015+A1:2019 ermittelten Daten sind weiterhin giiltig.
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Einleitung

Dieses Dokument beschreibt ein Oberflichen-Priifverfahren um festzustellen, ob ein als Desinfektionsmittel
empfohlenes Produkt fiir die in Abschnitt 1 beschriebenen Bereiche eine bakterizide und/oder fungizide oder
levurozide Wirkung auf nicht porésen Oberfldchen aufweist oder nicht.

Dieses Dokument ist iiberarbeitet worden, um die fiir P. aeruginosa und C. albicans angenommenen Priifpara-
meter unter ,niedrigen Belastungen” zu dndern, die Bezeichnung der Priifgréf3en N, B, C, A, Na mit den anderen
neuen Normen des CEN/TC 216 zu harmonisieren und Einzelheiten der Kolonieziahlung und -berechnung zu
erldutern und/oder zu korrigieren.

Der Laborversuch simuliert praxisnahe Anwendungsbedingungen. Die ausgewahlten Bedingungen (Einwirk-
zeit, Temperatur, Organismen auf Oberflachen usw.) spiegeln Parameter wider, wie sie in der Praxis vorkom-
men, einschliefdlich der Bedingungen, die die Wirkung von Desinfektionsmitteln beeinflussen kénnen. Jede
Anwendungskonzentration, die aus dieser Priifung resultiert, entspricht festgelegten Versuchsbedingungen.

Die Bedingungen sollen allgemeinen Anspriichen geniigen und einen Vergleich zwischen Laboren und Pro-
duktarten ermoglichen.

Bei einigen Anwendungen konnen die Anwendungsempfehlungen fiir ein Produkt jedoch abweichen, so dass
zusdtzliche Priifbedingungen angewendet werden miissen.
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1 Anwendungsbereich
Dieses Dokument legt ein Priifverfahren (Phase 2, Stufe 2) und die Mindestanforderungen an die bakterizide
und/oder fungizide oder levurozide Wirkung von chemischen Desinfektionsmitteln in den Bereichen Lebens-
mittel, Industrie, Haushalt und in 6ffentlichen Einrichtungen fest, die mit Wasser standardisierter Harte oder -
im Fall von gebrauchsfertigen Produkten — mit Wasser eine homogene, physikalisch stabile Zubereitung erge-
ben; ausgenommen davon sind Bereiche und Situationen mit medizinisch indizierter Desinfektion und Pro-
dukte, die auflebenden Geweben benutzt werden.
Dieses Dokument gilt mindestens fiir den folgenden Anwendungsbereich:
a) Verarbeitung, Vertrieb und Verkauf von:
1) Lebensmitteln tierischer Herkunft:
i) Milch und Milchprodukte;
ii) Fleisch und Fleischprodukte;
iii) Fisch, Meerestiere und daraus hergestellte Erzeugnisse;
iv) Eier und Eiprodukte;
v) Tiernahrung;
vi) usw.
2) Lebensmitteln pflanzlicher Herkunft:

i) Getranke;

ii) Friichte, Gemiise und daraus hergestellte Erzeugnisse (einschliefdlich Zucker, Destillationspro-
dukte);

iii) Mehl, gemahlene und gebackene Produkte;
iv) Tiernahrung;
V) usw.
b) gewerbliche Einrichtungen und Haushaltsbereiche:

1) Verpflegungseinrichtungen;

2) offentliche Bereiche;

3) offentliche Verkehrsmittel;

4) Schulen;

5) Kindergarten;

6) Geschifte;

7) Sportstatten;

8) Abfallbehalter (Miilltonnen);
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9) Hotels;

10) Wohngebaude;

11) Klinisch nicht relevante Bereiche von Krankenhdusern;

12) Bilirordume;

13) usw.
c) andere industrielle Bereiche:

1) Verpackungsmaterial;

2) Biotechnologie (Hefe, Proteine, Enzyme usw.);

3) Hersteller von Pharmazeutika;

4) Hersteller von Kosmetika und Toilettenartikeln;

5) Hersteller von Textilien;

6) Weltraumforschungsindustrie und Computerindustrie;

7) usw.
Bei Anwendung dieses Dokuments ist die Bestimmung der bakteriziden oder fungiziden oder levuroziden Wir-
kung des unverdiinnten Produkts moglich. Da vom aktiven bis zum nicht aktiven Bereich drei Konzentrationen
gepriift werden, ist eine Verdliinnung des Produkts erforderlich, deshalb bildet das Produkt eine homogene

stabile Zubereitung mit Wasser standardisierter Harte.

In EN 14885 ist die Beziehung zwischen den einzelnen Priifungen untereinander und zu den Anwendungsemp-
fehlungen detailliert festgelegt.

ANMERKUNG1 Das beschriebene Verfahren dient dazu, die Wirkung gewerblich hergestellter Zubereitungen oder
anderer aktiver Substanzen auf Bakterien und/oder Pilze unter Anwendungsbedingungen zu bestimmen.

ANMERKUNG 2  Dieses Verfahren kann nicht zur Bestimmung der Wirkung der Produkte gegentiber Mykobakterien
angewendet werden.

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 (einschliefSlich Legionella), mykobakteriziden, sporiziden, fungiziden und viruziden

(einschliefdlich Bakteriophagen) Wirkung

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

ISO 4793, Laboratory sintered (fritted) filters — Porosity grading, classification and designation
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3 Begriffe

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

4 Anforderungen

Das Produkt muss mindestens eine 4 Dezimal-logarithmische (Ig) Reduktion fiir Bakterien und mindestens
eine 3 Dezimal-logarithmische (Ig) Reduktion fiir Pilze aufweisen, wenn es nach Tabelle 1 und 5.5.1 geprift

wird.
Tabelle 1 — Versuchsbedingungen
Bakterizide Wirkung auf Levurozide Wirkung auf Fungizide Wirkung auf
Priifbedingungen nicht pordésen Obt_erﬂachen nicht pordésen Obt_erﬂachen nicht porésen Obc_srﬂachen
ohne mechanische ohne mechanische ohne mechanische
Behandlung Behandlung Behandlung
Priiforganismen Enterococcus hirae Candida albicans Candida albicans
(siehe 5.2.1) Escherichia coli Aspergillus brasiliensis
Mindestspektrum Pseudomonas aeruginosa
von Staphylococcus aureus
Priiforganismen Py
Priiforganismen Salmonella typhimurium Saccharomyces cerevisiae alle relevanten
zusatzlich L bacillus brevi (fiir Brauereien) Priiforganismen
Beispiele) actobacillus brevis -
(Beispie Saccharomyces cerevisiae var.
Enterobacter cloacae diastaticus (fiir Brauereien)
Priftemperatur Im Bereich von (4 + 1) °C Im Bereich von (4 +1)°C Im Bereich von (4 +1)°C
bis (40 £ 1) °C bis (40 £ 1) °C bis (40 £ 1) °C
Fiir Priffungen bei Fiir Priffungen bei Fiir Priffungen bei
Raumtemperatur muss der Raumtemperatur muss der Raumtemperatur muss der
Bereich zwischen Bereich zwischen Bereich zwischen
18°Cund 25 °C liegen. 18°Cund 25 °C liegen. 18°Cund 25 °C liegen.
Einwirkzeit im Bereich von 1 min bis im Bereich von 1 min bis im Bereich von 1 min bis
60 min (von 1 min bis 5min in | 60 min (von 1 min bis 5minin | 60 min (von 1 min bis 5 min
1-min-Schritten und von 5 min | 1-min-Schritten und von 5min | in 1-min-Schritten und von
bis 60 min in 5-min-Schritten) | bis 60 min in 5-min-Schritten) 5 min bis 60 min in 5-min-
Schritten)
Belastungssubstanz | 0,3 g/l Rinderserumalbumin 0,3 g/l Rinderserumalbumin 0,3 g/l Rinderserumalbumin

niedrige Belastung

fiir Staphylococcus aureus,
Enterococcus hirae,
Escherichia coli und

Pseudomonas aeruginosa

fur C. albicans

fiir C. albicans und
A. brasiliensis

Belastungssubstanz

hohe Belastung

3,0 g/1 Rinderserumalbumin
fiir Staphylococcus aureus,
Enterococcus hirae,
Pseudomonas aeruginosa und
Escherichia coli

3,0 g/1 Rinderserumalbumin
fir C. albicans

3,0 g/1 Rinderserumalbumin
fir C. albicans und
A. brasiliensis

Belastungssubstanz | 1,0%ige rekonstituierte Milch | 1,0%ige rekonstituierte Milch | 1,0%ige rekonstituierte Milch
in der (=1,0 g/1 Milchpulver) (=1,0 g/1 Milchpulver) (=1,0 g/1 Milchpulver)
Milchwirtschaft
Belastungssubstanz alle relevanten Substanzen alle relevanten Substanzen alle relevanten Substanzen
zusitzlich
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Bakterizide Wirkung auf
nicht porosen Oberflichen

Levurozide Wirkung auf
nicht porosen Oberflichen

Fungizide Wirkung auf
nicht porosen Oberflichen

Prifbedingungen ohne mechanische ohne mechanische ohne mechanische
Behandlung Behandlung Behandlung
(dezimale) 24lg >3lg >3lg

logarithmische (Ig)
Reduktion in Bezug
auf die
Wasserkontrolle

Die angegebenen Priifbedingungen (allgemeine Zwecke) sind keinesfalls als Anforderungen an die Anwendung eines
Produkts oder als Anforderungen an die Bewertung und Akzeptanz der Produkte durch Aufsichtsbehérden vorgesehen.

Die Einwirkzeit fiir das Produkt wird vom Hersteller festgelegt.
Wenn besondere Anwendungen beriicksichtigt werden miissen, muss zusatzlich die bakterizide/levurozide/fungizi-de

Wirkung unter relevanten Bedingungen beziiglich Einwirkzeit, Temperatur, Stimmen und Belastungssubstanzen
bestimmt werden.

5 Priifverfahren
5.1 Kurzbeschreibung

Eine Priifsuspension von Bakterien oder Pilzen in einer Losung von Belastungssubstanzen wird auf eine Prii-
foberflache aus nichtrostendem Stahl abgeimpft und getrocknet. Eine zubereitete Probe des zu priifenden Pro-
dukts wird so aufgebracht, dass sie den trockenen Film bedeckt. Die Oberflache wird eine bestimmte Zeit auf
einer festgelegten Temperatur gehalten. Die Oberflache wird auf ein zuvor validiertes Neutralisationsmedium
libertragen, so dass die Wirkung des Desinfektionsmittels sofort neutralisiert wird. Die Anzahl tiberlebender
Keime, die von der Oberflache riickgewonnen werden kann, wird quantitativ bestimmt.

Die Anzahl der Bakterien oder Pilze auf einer Oberfliche, die anstelle des Desinfektionsmittels mit Wasser
standardisierter Harte behandelt wurde, wird ebenfalls bestimmt und die Reduktion der Lebendkeimzahlen
in Abhangigkeit vom Produkt wird durch Differenzbildung berechnet.

5.2 Materialien und Reagenzien

5.2.1 Priiforganismen

Die bakterizide Wirkung muss unter Verwendung der folgenden vier Stdmme bewertet werden:
— Pseudomonas aeruginosa  ATCC 154421;
— Staphylococcus aureus  ATCC 6538;
— Enterococcus hirae  ATCC 10541;
— Escherichia coli  ATCC 10536.

Die fungizide oder levurozide Wirkung muss mit den folgenden zwei Stimmen bewertet werden:

1 ATCC15442, ATCC 6538, ATCC 10541, ATCC 10536, ATCC 10231, ATCC 16404 und ATCC 13311 sind die Sammlungs-
nummern von Stammen, die von der American Type Culture Collections vertrieben werden. Diese Information dient
nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts
durch CEN. Gleichwertige Produkte konnen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu den gleichen Ergebnissen

fithren.
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— Candida albicans  ATCC 10231;

— Aspergillus brasiliensis (frither A. niger)  ATCC 16404.

Falls fiir spezifische Anwendungen erforderlich, diirfen zusatzliche Stimme gewahlt werden, zum Beispiel:
— Salmonella typhimurium  ATCC13311;

— Lactobacillus brevis  DSM 6235;

— Enterobacter cloacae DSM 6234;

— Saccharomyces cerevisiae (fiir Brauereien) oder ATCC9763 oder DSM 1333;

— Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus (flir Brauereien) DSM 70487.

ANMERKUNG  Bezlglich der entsprechenden Stammsammlungsnummern in einigen anderen Kultursammlungen siehe
AnhangA.

Wenn zusatzliche Stdmme verwendet werden, miissen sie unter optimalen Wachstumsbedingungen (Tempe-
ratur, Zeit, Atmosphare) bebriitet und im Priifbericht vermerkt werden.

Wenn die ausgewdhlten zusatzlichen Stimme nicht den festgelegten Stimmen entsprechen, muss ihre Eig-
nung zur Bereitstellung der erforderlichen Impfkulturen verifiziert werden. Wenn diese gepriiften zusatzlichen
Stdmme nicht durch ein Referenzzentrum Kklassifiziert wurden, miissen ihre Identifikationsmerkmale ange-
geben werden. Zusatzlich missen sie fiinfJahre von dem Priiflabor oder der nationalen Kultursammlung als
Referenzprobe aufbewahrt werden.

5.2.2 Kulturmedien und Reagenzien

5.2.2.1 Allgemeines

Die Reagenzien miissen von analytischer Qualitat und/oder fiir mikrobiologische Zwecke geeignet sein.

5.2.2.2 Wasser

Das Wasser muss frei von toxischen oder fiir Bakterien und Pilze hemmenden Substanzen sein. Es muss frisch
in einer Glasapparatur destilliertes Wasser und darf kein demineralisiertes Wasser sein.

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven (siehe 5.3.2.1).

ANMERKUNG1  Falls das Wasser wahrend der Sterilisation der Reagenzien mitsterilisiert wird, ist dies nicht erforder-
lich.

ANMERKUNG2  Falls destilliertes Wasser geeigneter Qualitdt nicht zur Verfiigung steht, kann Wasser fiir Injektionszwe-
cke (siehe Europaisches Arzneibuch) verwendet werden.

5.2.2.3 Trypton-Soja-Agar (TSA)

Fiir die Erhaltung von Bakterienstdmmen und die Durchfiihrung von Lebendkeimzahlungen.

Trypton, pankreatisch verdautes Casein 150¢g
Sojapepton, papainisch verdautes Sojabohnenmehl 50g
NacCl 50g
Agar 150¢g
Wasser (siehe 5.2.2.2) 1000,0 ml
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Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven (siehe 5.3.2.1). Nach der Sterilisation muss der pH-Wert des Mediums
7,2 +0,2 betragen, gemessen bei 20 °C.

5.2.2.4 Malzextrakt-Agar (MEA)

Fiir die Erhaltung von Pilzstimmen, die Sporenbildung und die Durchfithrung von Lebendkeimzahlungen.

Malzextrakt (in Lebensmittelqualitit), z. B. Cristomalzpulver von Difal 30,0g

Agar 150¢g

Wasser (siehe 5.2.2.2) 1000,0 ml

Der Malzextrakt sollte Lebensmittelqualitat (z. B. Cristomalzpulver von Difal) haben oder dieser entsprechen,
d. h. nicht stark gereinigt sein und nicht nur auf Maltose basierend (z. B. Malzextrakt von 0XOID)?2. Sollte es

jedoch Probleme geben, so sind mindestens 75 % stachelige Sporen herzustellen, siehe 5.4.1.4.2.

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

Falls Probleme mit der Neutralisation (5.5.2.3 und 5.5.2.4) auftreten, kann es notwendig sein, Neutralisations-
medium zum MEA zuzugeben. Anhang B enthélt eine Anleitung liber die Neutralisationsmedien, die verwendet
werden diirfen.

5.2.2.5 Verdiinnungsmittel

Tryptonnatriumchloridlésung:

Trypton, pankreatisch verdautes Casein 10g
NaCl 85¢g
Wasser (siehe 5.2.2.2) 1000,0 ml

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven (siehe 5.3.2.1). Nach der Sterilisation muss der pH-Wert 7,0 + 0,2 betra-
gen, gemessen bei 20 °C.

5.2.2.6 Neutralisationsmedium

Das Neutralisationsmedium muss fiir das zu priifende Produkt nach 5.5.2.3 und 5.5.2.4 validiert sein. Das Neu-
tralisationsmedium muss steril sein.

ANMERKUNG  In AnhangB sind Informationen liber Neutralisationsmedien angegeben, die sich fiir bestimmte Arten
von Produkten als geeignet erwiesen haben.

5.2.2.7 Wasser standardisierter Hirte fiir die Verdiinnung der Produkte
Wasser standardisierter Harte fiir die Verdiinnung der Produkte muss wie folgt hergestellt werden:

— LosungA: 19,84 g wasserfreies Magnesiumchlorid (MgCly) und 46,24 g wasserfreies Calciumchlorid
(CaCly) werden in Wasser (siehe 5.2.2.2) gelost und auf 1000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt
durch Membranfiltration 5.3.2.19) oder im Autoklaven (5.3.2.1a). Die Sterilisation im Autoklaven,
falls angewendet, kann zu einem Fliissigkeitsverlust fithren. In diesem Fall wird unter aseptischen
Bedingungen mit Wasser (5.2.2.2) auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Losung ist im Kiihlschrank (5.3.2.15) nicht
langer als einen Monat aufzubewahren.

2 Diese Information dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des
genannten Produkts durch CEN. Gleichwertige Produkte diirfen verwendet werden, wenn sie nachweisbar zu identi-

schen Ergebnissen fiihren.
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— LosungB: 35,02 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) werden in Wasser (siehe 5.2.2.2) geldst und auf
1 000 ml verdiinnt. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.19). Die Losung ist im Kiihl-
schrank (5.3.2.15) nicht langer als eine Woche aufzubewahren.

Zu 6,0 ml Losung A, die sich in einem 1 000-ml-Messkolben befindet, werden mindestens 600 ml Wasser (siehe

5.2.2.2) hinzugegeben, dann werden 8,0 ml Losung B hinzugefiigt. Es wird gemischt und mit Wasser (siehe

5.2.2.2) auf 1 000 ml verdiinnt.

Die Sterilisation erfolgt durch Hindurchleiten durch einen Filter mit einer maximalen effektiven Porengrofde
von 0,45 pm.

Bei einer Messung bei (20+1)°C (5.3.2.6) muss der pH-Wert des Wassers standardisierter Harte 7,0 +0,2
betragen. Erforderlichenfalls wird der pH-Wert unter Verwendung einer Losung mit etwa 40 g/I (etwa 1 mol/I)
Natriumhydroxid (NaOH) oder etwa 36,5 g/1 (etwa 1 mol/1) Salzsaure (HCI) eingestellt.

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

ANMERKUNG  Wenn die Produktpriifldsungen (5.4.2) hergestellt werden, fiihrt die Zugabe des Produkts zu diesem Was-
ser standardisierter Harte zu einer Anderung der in Form von Calciumcarbonat (CaCO3) angegebenen Wasserhirte in
jedem Reagenzglas. In jedem Fall liegt die endgiiltige Wasserharte unter 375 mg/1 Calciumcarbonat.

5.2.2.8 Belastungssubstanzen

5.2.2.8.1 Allgemeines

Die Belastungssubstanz muss nach den Anwendungsbedingungen, die fiir das Produkt festgelegt wurden, aus-
gewahlt werden.

Die Belastungssubstanz muss steril sein und in einer Konzentration hergestellt werden, die dem 2-Fachen
der in der Priifung verwendeten Endkonzentration entspricht.

Fiir die zusatzlichen Belastungssubstanzen miissen die lonen-Zusammensetzung (z.B. pH-Wert, Calcium-
und/oder Magnesiumharte) und chemische Zusammensetzung (z.B. mineralische Substanzen, Protein,
Kohlenhydrate, Lipide, Detergenzien) vollstandig definiert werden.

ANMERKUNG  Der Begriff ,Belastungssubstanz” wird nur verwendet, wenn diese mehr als eine Substanz enthalt.

Das Verfahren der Herstellung und Sterilisation sowie die Zusammensetzung miissen im Priifbericht vermerkt
werden (siehe 5.7).

5.2.2.8.2 Rinderserumalbumin-Lésungen
Rinderserumalbumin-Lésungen fiir die Priifbedingungen miissen wie folgt hergestellt werden:
— Herstellung fiir niedrige Belastungen:

— 0,06g Rinderserumalbumin (Cohn-FraktionV fiir Dubos-Medium) werden in 100ml Wasser
(siehe 5.2.2.2) aufgelost;

— Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (siehe 5.3.2.19) mit einer Porenweite von 0,45 pum;
die Losung ist im Kiihlschrank aufzubewahren und innerhalb eines Monats zu verwenden.

Die Endkonzentration des Rinderserumalbumins betragt im Priifverfahren (siehe 5.5.2) 0,3 g/1.

— Herstellung fiir hohe Belastungen:
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— 0,6 g Rinderserumalbumin (Cohn-FraktionV fiir Dubos-Medium) werden in 100ml Wasser
(siehe 5.2.2.2) aufgelost;

— Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (siehe 5.3.2.19) mit einer Porenweite von 0,45 pm;
die Losung ist im Kiihlschrank aufzubewahren und innerhalb eines Monats zu verwenden.

Die Endkonzentration des Rinderserumalbumins betragt im Priifverfahren (siehe 5.5.2) 3,0 g/1.
5.2.2.8.3 Milch (Molkereien)

Magermilchpulver, garantiert frei von Antibiotika oder Zusatzstoffen, muss im Verhaltnis von 100 g Pulver je
Liter Wasser (siehe 5.2.2.2) rekonstituiert werden. Die Gebrauchslésung muss wie folgt hergestellt werden:

— es wird eine Losung mit einer Volumenkonzentration von 2,0 % in Wasser (siehe 5.2.2.2) durch Zugabe
von 2 Teilen rekonstituierter Milch zu 98 Teilen Wasser hergestellt;

— es wird 30 min bei (105 + 3) °C (oder 5 min bei (121 * 3) °C) sterilisiert.

Die Endkonzentration der rekonstituierten Milch sollte bei der Priifung (siehe 5.5.2) 1,0 % Volumenkonzentra-
tion oder wahrend der Priifung 1 g/I Milchpulver betragen.

5.2.3 Priifoberfliche

Als Prifoberflache werden Scheiben (2 cm Durchmesser) aus nichtrostendem Stahl (AISI 304) mit einer Ober-
flachengiite der Qualitét 2b auf beiden Seiten verwendet. Die Oberfldchen sollten eben sein.

Die Oberflachen sollten nur einmal benutzt werden.

Vor der Anwendung sollten der Oberflachen fiir 60 min in ein Becherglas (Mindestvolumen: 50 ml) gegeben
werden, das nicht weniger als 20 ml Decon®3 mit einer Volumenkonzentration von 5 % enthilt. Die Scheiben
werden danach sofort 10 s mit frischem fliefdendem destilliertem Wasser gespiilt.

Die Oberflache darf nicht austrocken. Die Scheiben diirfen nur mit einer Pinzette angefasst werden. Die Schei-
ben werden weitere 10 s mit Wasser (siehe 5.2.2.2) gespiilt, um eine vollstindige Entfernung des oberflachen-
aktiven Detergens sicherzustellen. Um einen ausreichenden Wasserstrom zu erreichen, kann ein Druckgefaf3
mit geeignetem Schlauch und Verbindungen oder ein anderes geeignetes Verfahren zur Lieferung einer steri-
lisierten Fliissigkeit verwendet werden, mit dem die Zufuhr auf etwa 2 000 ml je min eingestellt werden kann.
Fiir die Sterilisation wird die saubere Scheibe fiir 15 min in ein Bad mit einer Volumenkonzentration von 70 %
[sopropanol gegeben. Die Scheibe wird herausgenommen und mittels Verdunstung in einem laminaren Luft-
strom getrocknet.

5.3 Gerite und Glasgerite
5.3.1 Allgemeines

Mit Ausnahme steril gelieferter Gerate sind alle Glasgerate und alle Gerateteile, die mit den Kulturmedien, den
Reagenzien oder der Probe in Beriihrung kommen, nach einem der folgenden Verfahren zu sterilisieren:

a) ineinem Autoklaven (siehe 5.3.2.1) bei 121{,"3 °C fiir eine Haltezeit von mindestens 15 min;

b) ineinem Heif3luft-Sterilisator (siehe 5.3.2.1) bei 180 °C fiir eine Haltezeit von mindestens 30 min, bei 170 °C
fiir eine Haltezeit von mindestens 1 h oder bei 160 °C fiir eine Haltezeit von mindestens 2 h.

3 Decon® ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch ﬁN.
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5.3.2 Ubliche mikrobiologische Laborausriistung?, insbesondere folgende Gerite:
5.3.2.1 Sterilisatoren

a) zur Sterilisation durch Dampfein Autoklav, der 15 min bei einer Temperatur von 12 10+3 °C gehalten werden
kann;

b) zur Behandlung mit trockener Hitze ein Heif3luft- bzw. Warmluftofen, der fiir eine Haltezeit von mindestens
30 min bei 180 °C, fiir eine Haltezeit von mindestens 1 h bei 170 °C oder fiir eine Haltezeit von mindestens
2hbei 160 °C gehalten werden kann.

5.3.2.2 Temperaturgeregelte Kammer, die auf Priiftemperaturen (0 + 1) °C einstellbar ist.

5.3.2.3 Wasserbader, einstellbar auf eine Temperatur von (20 £ 1) °C, (45 £ 1) °C und auf zusétzliche Prif-
temperaturen 0 + 1 °C (siehe 5.5.1).

5.3.2.4 Brutschrank (fiir bakterizide Wirkung), einstellbar auf eine Temperatur von entweder (36 + 1) °C
oder (37 1) °C. Ein Brutschrank mit einer Einstelltemperatur von (37 + 1) °C darf verwendet werden, falls
einer mit einer Betriebstemperatur von (36 + 1) °C nicht zur Verfiigung steht.

5.3.2.5 Brutschrank (fiir fungizide oder levurozide Wirkung), einstellbar auf (30 + 1) °C.

5.3.2.6 pH-Messgerit, mit einer Fehlergrenze der Kalibrierung von 0,1 pH-Einheiten bei (20 + 1) °C.
5.3.2.7 Stoppuhr.

5.3.2.8 Schiittelmischer (mechanische Schiittelvorrichtung oder elektromechanisches Riihrgerit, z. B. Vor-
tex®-Mischer®).

5.3.2.9 Behilter: Reagenzglaser, Kulturflaschen oder Kolben mit geeignetem Nennvolumen.

5.3.2.10 Messpipetten mit Nennvolumina von 10 ml, 1 ml, 0,1 ml und 0,05 ml oder kalibrierte automatische
Pipetten.

5.3.2.11 Petrischalen in den Gréf3en 90 mm bis 100 mm.

5.3.2.12 Glasperlen (Durchmesser: <5 mm).

5.3.2.13 Messkolben.

5.3.2.14 Mechanisches Schiittelgerit.

5.3.2.15 Kiihlschrank, einstellbar auf eine Temperatur von 2 °C bis 8 °C.

5.3.2.16 Pinzette.

5.3.2.17 Mikrobiologische Sicherheitswerkbank mit gefilterter laminarer Luftstromung.
5.3.2.18 Glasfilterfritte: Porengrofde von 40 pm bis 100 um nach ISO 4793.

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

4 Einweggerite sind eine akzeptable Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten.

5 Vortex® ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der
Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN.
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Das Gerat muss mit einem Filterhalter von mindestens 50 ml Volumen ausgestattet sein. Es muss geeignet sein
zur Verwendung von Filtern mit einem Durchmesser von 47 mm bis 50 mm und einer Porengréf3e von 0,45 pm
fiir die Sterilisation von Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7).

5.3.2.20 Vakuum-Exsikkator, Exsikkator mit einem aktiven Trocknungsmittel. Die Vakuumquelle darf
eine Pumpe oder eine zentrale Vorrichtung sein und sollte ein Vakuum von 20 mmHg bis 25 mmHg erzielen
(508 Torr bis 635 Torr; 677 mbar bis 847 mbar; 68 000 Pa bis 85 000 Pa; Umrechnungstabellen fiir andere
Einheiten sind im Internet leicht zu finden).

5.4 Herstellung der Priifforganismus-Suspensionen und der Produktpriiflésungen
5.4.1 Priiforganismus-Suspensionen

5.4.1.1 Stammkulturen von Priiforganismen

Stammkulturen miissen nach den Anforderungen der EN 12353 aufbewahrt werden.

5.4.1.2 Gebrauchskulturen von Priiforganismen

a) Bakterien:

Um die Gebrauchskultur des Priiforganismus herzustellen, wird von der Stammkultur (siehe 5.4.1.1) eine
Subkultur durch Ausstrich auf TSA-Schriagagar (siehe 5.2.2.3) angelegt und bebriitet (siehe 5.3.2.4). Nach
18 h bis 24 h wird eine zweite Subkultur aus der ersten Subkultur auf die gleiche Weise angelegt und 18 h
bis 24 h bebriitet. Aus dieser zweiten Subkultur darf eine dritte Subkultur auf gleiche Weise angelegt wer-
den.

ANMERKUNG1 Die zweite und/oder dritte Subkultur sind die Gebrauchskulturen.

Falls die Anlegung einer zweiten Subkultur an einem bestimmten Tag nicht moglich ist, darf eine
48-h-Subkultur fiir die weitere Subkultivierung verwendet werden, vorausgesetzt, dass die Subkultur
iiber eine Dauer von 48 h im Brutschrank aufbewahrt wurde. Unter diesen Umstianden wird nach dem
Fortfahren eine weitere 24-h-Subkultur angelegt. Eine vierte Subkultur ist nicht gestattet.

Fiir zusatzliche Stimme (siehe 5.2.1) muss jede Abweichung von diesem Verfahren der Kultivierung der
Bakterien oder von der Herstellung der Suspensionen unter Angabe der Griinde im Priifbericht angegeben
werden.

b) Pilze:

Um die Gebrauchskultur von Candida albicans herzustellen, wird von der Stammkultur (siehe 5.4.1.1) eine
Subkultur durch Ausstrich auf MEA-Schragagar (siehe 5.2.2.4) angelegt und bebriitet (siehe 5.3.2.5). Nach
42 h bis 48 h wird eine zweite Subkultur aus der ersten Subkultur auf die gleiche Weise angelegt und 42 h
bis 48 h bebriitet. Aus dieser zweiten Subkultur darf eine dritte Subkultur auf gleiche Weise angelegt wer-
den.

ANMERKUNG2  Die zweite und/oder dritte Subkultur sind die Gebrauchskulturen.

Bei Aspergillus brasiliensis (5.2.1) wird nur die erste Subkultur, die auf MEA (5.2.2.4) in Petrischalen oder
Kolben mit beliifteten Kappen (5.3.2.17) angelegt wurde, verwendet und 7 Tage bis 9 Tage bei (30 £ 1) °C
bebriitet. Das Anlegen weiterer Subkulturen ist nicht erforderlich. Um eine gleichméafige Temperaturver-
teilung zu verbessern, diirfen die Petrischalen wahrend der Bebriitung nicht ibereinander gestapelt wer-
den.

Nach Ablauf der Bebriitung miissen alle Kulturen eine dunkelbraune oder schwarze Oberflache aufweisen.
Kulturen, die vereinzelte, kleine weif3e oder graue Flachen aufweisen, kdnnen belassen werden.
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5.4.1.3 Priifsuspensionen
a) Bakterien-Priifsuspension:

10 ml Verdiinnungsmittel (siehe5.2.2.5) werden mit 5g Glasperlen (siehe5.3.2.12) in einen 100-
ml-Kolben gefiillt. Von der Gebrauchskultur (siehe 5.4.1.2) werden Zellen 6senweise in das Verdiinnungs-
mittel iiberfiihrt. Die Suspension der Zellen sollte erfolgen, indem die Ose in das Verdiinnungsmittel
eingetaucht und an der Wand des Kolbens gerieben wird, um die Zellen abzulésen. Unter Verwendung
eines mechanischen Schiittelgerats (siehe 5.3.2.14) wird der Kolben 3 min geschiittelt. Die Suspension
wird durch Absaugen von den Glasperlen getrennt und in einen anderen Kolben tiberfiihrt. Die Zellzahl in
der Suspension wird auf 1,5 x 108 KBE/ml bis 5,0 x 108 KBE/ml eingestellt.

Die Anzahl der Einheiten muss mit einem Spektralphotometer oder einem anderen geeigneten Verfahren
geschatzt werden. Diese Suspension ist im Wasserbad bei (20 + 1) °C aufzubewahren und innerhalb von
2 h zu verwenden.

b) Pilz-Priifsuspension:
1) Candida albicans:

10 ml Verdiinnungsmittel (siehe 5.2.2.5) werden mit 5 g Glasperlen in einen 100-ml-Kolben gefiillt. Von
der Gebrauchskultur (siehe 5.4.1.2) werden Zellen 6senweise in das Verdiinnungsmittel tiberfiihrt. Die
Suspension der Zellen sollte im Verdiinnungsmittel erfolgen, indem die Ose in das Verdiinnungsmittel
eingetaucht und an der Wand des Kolbens gerieben wird, um die Zellen abzulésen. Unter Verwendung
eines mechanischen Schiittelgerats (5.3.2.14) wird der Kolben 3 min geschiittelt. Die Suspension wird
durch Absaugen von den Glasperlen getrennt und in einen anderen Kolben iiberfiihrt. Die Zellzahl in
der Suspension wird fiir Priifungen unter Bedingungen hoher Belastung mit dem Verdiinnungsmittel
auf 1,5 x 107 KBE/ml bis 5,0 x 107 KBE/ml eingestellt; die Anzahl der Einheiten wird mit einem Spek-
tralphotometer oder einem anderen geeigneten Verfahren geschatzt. Diese Suspension ist im Wasser-
bad bei (20 £+ 1) °C aufzubewahren und innerhalb von 2 h zu verwenden.

2) Aspergillus brasiliensis:
Die Zellen der Gebrauchskultur (siehe 5.4.1.2) werden in 10 ml einer sterilen Polysorbat 80°-Lésung
mit einer Massenkonzentration von 0,05 % in Wasser (siehe 5.2.2.2) suspendiert. Die Conidiosporen
werden mit einem sterilen Glasstab oder Spatel von der Oberfldche der Kultur abgelost. Die Suspension
wird in einen Kolben iiberfiihrt und zusammen mit Glasperlen (siehe 5.3.2.12) eine Minute von Hand

leicht geschiittelt. Die Suspension wird durch eine Glasfilterfritte (siehe 5.3.2.18) filtriert.

Unmittelbar nach der Herstellung der Priifsuspension wird eine mikroskopische Untersuchung mit einer
400fachen Vergrofserung durchgefiihrt, um Folgendes aufzuzeigen:

— das Vorhandensein einer hohen Konzentration (mindestens 75 % stachelige Sporen) an charakteristischen
reifen Conidiosporen, d. h. stachelige Sporen (im Vergleich zu glatten Sporen);

— das Fehlen von Sporenkeimung (mindestens 10 Sichtfelder sind zu liberpriifen);
— das Fehlen von Myzelfragmenten (mindestens 10 Sichtfelder sind zu {iberpriifen).
Falls gekeimte Sporen vorliegen, ist die Suspension zu verwerfen.

Bei Vorhandensein von Myzelien ist mit einer zweiten Filtration durch einen Glasfritte fortzufahren.

6  Analytische Qualitét, nicht hydrolysiert, entsprechend dem Europaischen Arzneibuch (European Pharmacopoeia),
Band 1. TWEEN 80® ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Angabe dient nur zur Unter-
richtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts ¢uyrch CEN.
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Sollten noch immer Myzelien vorhanden sein, ist die Suspension zu verwerfen.

Sollte ein Anteil von 75 % stacheliger Sporen nicht erreicht werden, kann es an der verwendeten Aspergillus-
brasiliensis-Kultur oder den zur Herstellung der Sporen verwendeten Medien liegen. In diesem Fall ist es not-
wendig, die Kultur aus einer anderen Kultursammlung zu beziehen und/oder MEA von einem anderen Liefe-
ranten zu verwenden.

Mit dem Verdiinnungsmittel (5.2.2.5) wird die Anzahl der Sporen in der Suspension auf 1,5 x 107 KBE/ml bis
5,0 x 107 KBE/ml eingestellt, wobei die Anzahl der KBE mittels eines geeigneten Verfahrens geschitzt wird.
Die Suspension ist innerhalb von 4 h zu verwenden, wobei diese in einem geregelten Wasserbad konstant bei
(20 £1)°C (5.3.2.3) zu halten ist. In jedem Fall wird die Temperatur erst unmittelbar vor Beginn der Priifung
(5.5.2) nach 5.5.1 eingestellt.

Die Verwendung einer Zellzahlvorrichtung zur Einstellung der Zellzahl wird dringend empfohlen. Wird eine
geeignete Zahlkammer angewendet, sind die Anweisungen genau einzuhalten.

Zur Auszahlung werden von der Priifsuspension mit dem Verdiinnungsmittel (5.2.2.5) Verdiinnungen von 10>
und 107 ° hergestellt. Es wird durchmischt (5.3.2.8).

Von jeder Verdiinnung wird eine Probe von je 1,0 ml als Doppelbestimmung entnommen und im Gussplatten-
verfahren oder im Oberflachenverfahren abgeimpft.

a) Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird etwa eine Hélfte jeder 1,0-ml-Probe in gesonderte Petri-
schalen tiberfiihrt (d. h. als Doppelbestimmung = vier Platten) und es werden 15 ml bis 20 ml verfliissigter
und auf (45 # 1) °C abgekiihlter MEA (5.2.2.4) hinzugefiigt.

b) Bei Anwendung des Oberflichenverfahrens wird etwa ein Viertel jeder 1,0-ml-Probe auf einer geeigneten
Anzahl (mindestens vier) an der Oberfliche getrockneter MEA-Platten (5.2.2.4) ausgestrichen (d.h. als
Doppelbestimmung = mindestens acht Platten).

Die Priifsuspension darf nicht langer als 2 Tage bei 2 °C bis 8 °C aufbewahrt werden.

Die Priifsuspension muss unmittelbar vor Gebrauch geschiittelt (siehe 5.3.2.8) werden, um die Sporen wieder
in Suspension zu bringen.

5.4.1.4 Auszdhlen der Bakterien- und Pilz-Priifsuspensionen

Die eingestellten Bakterien-Suspensionen (siehe 5.4.1.3) werden (mittels Reihenverdiinnungen) auf 10~° und
10~7 verdiinnt und die eingestellten Hefe- und Schimmelpilzsporen-Suspension (siehe 5.4.1.3) wird mit dem
Verdiinnungsmittel (siehe 5.2.2.5) auf 10> und 10~ verdiinnt. Die Suspension wird gemischt (siehe 5.3.2.8).

Eine Probe von 1,0 ml jeder Verdiinnung wird als Doppelbestimmung entnommen und im Gussplattenverfah-
ren abgeimpft. Jede der 1,0-ml-Proben wird in gesonderte Petrischalen (siehe 5.3.2.11) pipettiert; dann wird
fiir die Bakterien 15 ml bis 20 ml geschmolzener TSA (siehe 5.2.2.2) und fiir die Pilze 15 ml bis 20 ml geschmol-
zener MEA (siehe 5.2.2.3), die jeweils auf (45 + 1) C abgekiihlt wurden, zugegeben. Bei Anwendung des Ober-
flachenverfahrens wird jede 1,0-ml-Probe - aufgeteilt in etwa gleiche Anteile - auf einer geeigneten Anzahl
(mindestens zwei) an der Oberflache getrockneter Platten, die TSA oder MEA enthalten, ausgestrichen.

a) Auszihlen der Bakterien-Priifsuspensionen

Fiir die Bakterienstimme werden die Platten bei (36 + 1) °C oder bei (37 £ 1) °C fiir 18 h bis 24 h bebriitet.
Platten, die aus irgendeinem Grund nicht auszahlbar sind, werden verworfen. Die Platten werden ausge-
zahlt, und die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) wird bestimmt. Die Platten werden weitere
18 h bis 24 h bebriitet. Platten, die keine auszdhlbaren Mengen an Kolonien mehr aufweisen, sind nicht
erneut auszuzdhlen. Die verbleibenden Platten werden erneut ausgezahlt.

b) Auszahlen der Pilz-Priifsuspensionen
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Fiir die Pilzstimme werden die Platten bei (30 + 1) °C fiir 18 h bis 24 h (Candida albicans) oder fiir 42 h
bis 48 h (Asperygillus brasiliensis) bebriitet. Platten, die aus irgendeinem Grund nicht auszédhlbar sind, wer-
den verworfen. Die Platten werden ausgezahlt, und die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) wird
bestimmt. Die Platten werden weitere 18 h bis 24 h bebriitet. Platten, die keine gut voneinander abgesetz-
ten Kolonien mehr aufweisen, sind nicht erneut auszuzihlen. Die verbleibenden Platten werden erneut
ausgezahlt. Bei Aspergillus brasiliensis wird weitere 20 h bis 24 h bebriitet und erforderlichenfalls weitere
20 h bis 24 h, vorausgesetzt, die Anzahl der zdhlbaren Kolonien (einzeln abgesetzte Kolonien) nimmt zu.

Es wird die héchste Anzahl von Kolonien fiir jede 1-ml-Probe bestimmt.
Bezliglich der Bebriitung und Auszahlung siehe 5.4.1.5.
5.4.1.5 Auszihlung des gewichteten Mittelwertes der Priifsuspensionen

a) Platten, die aus irgendeinem Grund nicht auszédhlbar sind, werden verworfen. Die Platten werden ausge-
zahlt, und die Gesamtanzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) wird bestimmt. Platten, die keine gut
voneinander abgesetzten Kolonien mehr aufweisen, sind nicht erneut auszuzihlen. Die verbleibenden Plat-
ten werden erneut ausgezahlt. Falls sich die Anzahl erhoht hat, wird fiir die weitere Auswertung nur die
hoéhere Zahl verwendet.

b) Fiirdie Berechnungder Ergebnisse werden nur die Platten beriicksichtigt, die eine Kolonienzahl im Bereich
von 15 bis 300 fiir Bakterien und Hefen und von 15 bis 150 fiir Schimmelpilze aufweisen. Eine Abweichung
von 10 % ist zulassig, so dass die Grenzwerte 14 und 330 fiir Bakterien und Hefen und 14 bis 165 fiir
Schimmelpilze betragen.

0,025 x ¢

N =L
Og(n1 +0,1n,) X d

(1)

Dabei ist

¢ die Summe der beriicksichtigten Vc-Werte;

ny die Anzahl der bei der geringeren Verdiinnung, z. B. bei 10~°, beriicksichtigten Vc-Werte;

n, die Anzahl der bei der starkeren Verdiinnung, z. B. bei 10~7, beriicksichtigten Vc-Werte;

d der Verdiinnungsfaktor fiir die betrachtete geringere Verdiinnung, z. B. 107°.
5.4.2 Produktpriiflosungen
Es miissen alle Einzelheiten der Produktproben im Lieferzustand aufgezeichnet werden.
Produktpriifldsungen miissen in Wasser standardisierter Harte (siehe 5.2.2.7) in mindestens drei verschie-
denen Konzentrationen hergestellt werden, um eine Konzentration im wirksamen und eine im unwirksamen
Bereich zu erfassen.
Bei festen Produkten wird das Produkt im Lieferzustand aufgeldst, indem mindestens 1 g+ 10 mg in einem
Messkolben eingewogen und mit Wasser standardisierter Harte (siehe 5.2.2.7) verdiinnt wird. Die folgenden
Verdiinnungen miissen in Messkolben (siehe 5.3.2.13) auf der Basis von Volumenanteilen in Wasser standar-

disierter Harte (siehe 5.2.2.7) hergestellt werden.

Bei fliissigen Produkten miissen Verdiinnungen des Produkts mit Wasser standardisierter Harte (siehe 5.2.2.7)
auf der Basis von Volumenanteilen in Messkolben (siehe 5.3.2.13) hergestellt werden.

Ein Produkt im Lieferzustand darf als eine der Produktpriiflosungen verwendet werden. Bei gebrauchsfertig
gelieferten Produkten muss Wasser (siehe 5.2.2.2) fiir die Herstellung von Verdiinnungen verwendet werden.
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Bei einer Verdiinnung des Produkts in Wasser standardisierter Harte muss sich eine physikalisch homogene
stabile Zubereitung ergeben.

Die Produktpriiflosung und deren Verdiinnungen miissen frisch hergestellt und innerhalb von 2 h verwendet
werden.

Die im Priifbericht aufgefiihrte Produktkonzentration muss die Priifkonzentration sein. Die Priifkonzentration
ist als Volumenkonzentration oder als Massenkonzentration anzugeben.

5.5 Verfahrensablauf
5.5.1 Auswahl der Versuchsbedingungen

Die Auswahl von Einwirktemperatur, Einwirkzeit und Belastungssubstanzen muss nach dem fiir das Produkt
vorgesehenen praktischen Gebrauch (siehe Abschnitt 4, Tabelle 1) wie folgt vorgenommen werden:

a) Priiftemperatur, 6 (°C):
1) Die Priiftemperaturen miissen im Bereich von (4 + 1) °C bis (40 + 1) °Cliegen. Fiir Temperaturen abwei-
chend von der Umgebungstemperatur sollte eine temperaturgeregelte Kammer verwendet werden.
Fiir Priifungen, die bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden, muss der Bereich zwischen 18 °C und
25°C liegen.

b) Einwirkzeit, t (min):

1) Die Einwirkzeiten miissen im Bereich von 1 min bis 5 min (£5 s) in 1-min-Schritten und von 5 min bis
60 min (+10s) in 5-min-Schritten liegen.

c) Stdmme:

1) Esmiissen die unter 5.2.1 aufgefiihrten Priiforganismen verwendet werden.

d) Im Fall von Belastungssubstanzen:

1) Die zu priifende Belastungssubstanz ist 0,3 g/l Rinderserumalbumin (5.2.2.8.2) unter Bedingungen
niedriger Belastung (5.2.2.8.2) oder 3,0 g/l Rinderserumalbumin (5.2.2.8.2) unter Bedingungen hoher
Belastung nach Abschnitt 4, Tabelle 1, entsprechend den praktischen Anwendungen;

2) Fir Molkereianwendungen sollte Magermilch verwendet werden (siehe 5.2.2.8.3).

Das Produkt darf unter den verwendeten Versuchsbedingungen keinen sichtbaren Niederschlag bilden.

5.5.2 Priifablauf

5.5.2.1 Priifung,Na“— Bestimmung der mikrobiziden Konzentrationen

Die mikrobiziden Konzentrationen werden wie folgt bestimmt:

a) Zur Herstellung der mikrobiellen Priifsuspension wird 1,0 ml der Belastungssubstanz (5.2.2.8) in
ein Reagenzglas pipettiert. 1,0 ml der Priifsuspension (5.4.1.3) wird hinzugefiigt. Danach wird sofort
die Stoppuhr gestartet, es wird durchmischt und das Reagenzglas fiir 2min+10s in einem Wasser-
bad oder einer Kammer mit Temperaturregelung (5.3.2.2) angeordnet, das/die auf die ausgewahlte

Priiftemperatur 6 °C = 1 °C eingestellt ist.

Unmittelbar vor der Zugabe sollte die Priifsuspension gut gemischt werden, um die Keime wieder vollstan-
dig zu suspendieren.
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b) Die Priifoberflachen (5.2.3) werden in eine sterile Petrischale gegeben, wobei sicherzustellen ist, dass sich
die Schale in horizontaler Lage befindet. Die Priifoberflichen werden durch Abimpfen von 0,05 ml der
mikrobiellen Priifsuspension [(5.5.2.1a)] auf jede Priifoberfliche hergestellt (siehe Bild 1). Die Oberfla-
chen werden bei 37 °C getrocknet, bis sie sichtbar trocken sind (siehe Bild 2). Es wird davon ausgegangen,
dass das Trocknen der Priifoberflaichen aufgrund der Umgebungsbedingungen im Labor und der Bauweise
des Brutschranks (z.B. mit oder ohne Ventilator) unterschiedlich schnell erfolgt. Alternativ werden die
Oberflachen zum Trocknen in einer offenen Petrischale, mit der beimpften Seite nach oben bei 18 °C bis
25°C maximal 60 min in einem Vakuum-Exsikkator angeordnet.

Esist sicherzustellen, dass die Petrischale teilweise gedffnet ist, indem ihr Deckel leicht gegeniiber der Mit-
telposition verschoben wird. Es ist darauf zu achten, dass der Exsikkator ordnungsgemaéf$ abgedichtet ist.
Der Ausgang des Exsikkators wird an eine Vakuumquelle angeschlossen und die Evakuierung wird begon-
nen, um ein Vakuum von 20 mmHg bis 25 mmHg (508 Torr bis 635 Torr; 677 mbar bis 847 mbar; 68 000 Pa
bis 85 000 Pa; Umrechnungstabellen fiir andere Einheiten sind im Internet zu finden) zu erreichen.

Aus diesem Grund wird keine Zeitdauer angegeben und die Mindestzeit, die erforderlich ist, bis die Ober-
flachen sichtbar trocken sind, sollte fiir jedes Labor individuell festgelegt werden. Die Trocknungszeit sollte
60 min nicht iiberschreiten. Den Priifoberflachen ist zu ermdglichen, dass sie sich auf die ausgewahlte Priif-
temperatur (0 = 1) °C einstellen.

In AnhangF (informativ) ist ein spezifisches Verfahren zur Uberwachung des Trocknungsprozesses von
empfindlichen Organismen (z. B. P aeruginosa, E. coli, C. albicans) angefiihrt, das angewendet werden kann,
um eine hinreichende Anzahl tiberlebender Zellen zu erhalten.

Bild 1 — Beimpfter Trager
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Bild 2 — Sichtbar getrocknete Impfkultur

c) 0,1mljeder zu untersuchenden Produktpriiflosung (5.4.2) wird auf gesonderte getrocknete Oberflachen
pipettiert, wobei sicherzustellen ist, dass die getrocknete Impfkultur vollstindig mit dem Priifprodukt
bedeckt ist. Die Oberflaichen werden in eine temperaturgeregelte Kammer (5.3.2.2) eingebracht, die auf
die ausgewahlten Werte fiir Priiftemperatur 8 °C * 1 °C und Einwirkzeit ¢t eingestellt ist (siehe Bild 3).

5
\

Bild 3 — Auf beimpften Keimtriger aufgebrachtes Produkt
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d) Am Ende der festgelegten Einwirkdauer t wird jede der Oberflichen (Na) in einen gesonderten Behélter
tiberfiihrt, der 10 ml des Neutralisationsmediums (5.2.2.6) sowie so viele Glasperlen (z. B. 5 g) enthélt, dass
die jeweilige Priifflache auf den Perlen aufliegt. Die Oberflachen sollten mit der beimpften Oberflache nach
unten so eingebracht werden, dass sie die Glasperlen beriihren. Die Behdlter werden mindestens 1 min
geschiittelt. Das Schiitteln sollte so intensiv erfolgen, dass eine stdndige Bewegung der beimpften Priiffla-
chen iiber die Glasperlen sichergestellt ist. Nach einer Neutralisationszeit von 5 min + 10 s wird eine Reihe
von 10fachen Verdiinnungen von 10~1 bis 102 der neutralisierten Mischung in dem Verdiinnungsmittel
(5.2.2.5) hergestellt. Eine 1,0 ml-Probe von der neutralisierten Mischung und von jeder der Verdiinnun-
gen wird als Doppelbestimmung entnommen und unter Anwendung des Gussplattenverfahrens oder des
Oberflachenverfahrens abgeimpft.

1) Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1,0-ml-Probe in gesonderte Petrischalen pipet-
tiert, und fiir die Bakterien werden 15 ml bis 20 ml verfliissigter TSA (5.2.2.3) und fiir die Pilze 15 ml
bis 20 ml verfliissigter MEA (5.2.2.4), jeweils auf (45 * 1) °C abgekiihlt, zugegeben.

2) Bei Anwendung des Oberflachenverfahrens wird jede 1,0-ml-Probe, aufgeteilt in etwa gleiche Anteile,
auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberfliche getrockneter Platten, die TSA
(5.2.2.3) enthalten, ausgestrichen.

Zur Bebriitung und Auszahlung siehe 5.5.3.

e) Die Priifoberfldche (Nts) wird herausgenommen, das Neutralisationsmedium wird abtropfen gelassen und
die Priifoberflache mit 10 ml Wasser (5.2.2.2) gespiilt. Die Priifoberflache wird in eine Petrischale mit 10 ml
verfestigtem TSA (5.2.2.3) fiir Bakterien bzw. in eine Petrischale mit 10 ml verfestigtem MEA (5.2.2.4) fiir
Pilze Giberfiihrt und auf den Agar gelegt, wobei die Priifseite nach oben weist. 10 ml TSA (5.2.2.3) und/oder
MEA (5.2.2.4) werden geschmolzen, auf 45 °C abgekiihlt und dann hinzugegeben.

f) Derin a) bis e) beschriebene Verfahrensablauf wird unter Verwendung der tibrigen Produktpriiflésungen
zur gleichen Zeit durchgefiihrt.

g) Der in a) bis f) beschriebene Verfahrensablauf wird unter Anwendung der iibrigen obligatorischen und
gegebenenfalls der iibrigen zuséatzlichen Versuchsbedingungen (5.5.1) durchgefiihrt.

5.5.2.2 Wasserkontrolle ,4“
Der Ablauf zur Bestimmung der Wasserkontrolle ist wie folgt:

a) Eine Priifoberflache (5.2.3) wird in eine sterile Petrischale gegeben, wobei sicherzustellen ist, dass sich die
Schale in horizontaler Lage befindet. 0,05 ml der mikrobiellen Priifsuspension [5.5.2.1 a)] werden auf die
Priifoberflache abgeimpft. Die Oberflache wird bei 37 °C getrocknet, bis sie sichtbar trocken ist [5.5.2.1 b)].

b) Fiir die Wasserkontrolle (4) wird 0,1 ml Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) oder Wasser (5.2.2.2) im
Fall von gebrauchsfertigen Produkten auf die Priifoberflache pipettiert, wobei sicherzustellen ist, dass die
getrocknete Impfkultur vollstindig mit dem Wasser bedeckt ist. Die Priifflaiche wird in eine temperaturge-
regelte Kammer (5.3.2.2) eingebracht, die auf die ausgewahlte Priiftemperatur 8 + 1 °C eingestellt ist.

c) Am Ende der festgelegten Einwirkdauer t wird die Oberflache ,A“ in einen Behdlter tiberfiihrt, der 10 ml
des Neutralisationsmediums (5.2.2.6) sowie so viele Glasperlen (z. B. 5 g) enthalt, dass die jeweilige Priuf-
flache auf den Perlen aufliegt. Die Oberfldchen sollten mit der beimpften Oberflaiche nach unten so ein-
gebracht werden, dass sie die Glasperlen beriihren. Die Behéalter werden mindestens 1 min geschiittelt.
Das Schiitteln sollte so intensiv erfolgen, dass eine stindige Bewegung der beimpften Priifflachen iiber die
Glasperlen sichergestellt ist. Nach einer Neutralisationszeit von 5 min + 10 s wird eine Reihe von 10fachen
Verdiinnungen hergestellt. Fiir die Bakterienstimme werden Verdiinnungen von 1073,107%, 10_5, 100
und fiir die Pilzstimme Verdiinnungen von 102,103,104, 10~5 hergestellt. Eine 1,0-ml-Probe dieser
Verdiinnungen wird als Doppelbestimmung entnommen und unter Anwendung des Gussplattenverfahrens
oder des Oberflachenverfahrens abgeimpft.
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d) Die Priifoberflache (,Nts“) wird herausgenommen, das Neutralisationsmedium wird abtropfen gelassen
und die Priifoberfliche mit 10 ml Wasser (5.2.2.2) gespiilt. Die Priifoberflache wird in eine Petrischale
mit 10 ml verfestigtem TSA (5.2.2.3) fiir Bakterien bzw. in eine Petrischale mit 10 ml verfestigtem
MEA (5.2.2.4) fiir Pilze tiberfiihrt und auf den Agar gelegt, wobei die Priifseite nach oben weist. 10 ml
TSA (5.2.2.3) und/oder MEA (5.2.2.4) werden geschmolzen, auf 45 °C abgekiihlt und dann hinzugegeben.
Zur Bebriitung und Auszadhlung siehe 5.5.3.

5.5.2.3 Kontrolle des Neutralisationsmediums ,B“ — Verifizierung des Nichtvorliegens einer
Toxizitit des Neutralisationsmediums

Das Nichtvorliegen einer Toxizitdt des Neutralisationsmediums wird wie folgt verifiziert:
a) Eine beimpfte Priifoberflache wird hergestellt [5.5.2.1 a) und b)].

b) 10ml des Neutralisationsmediums (5.2.2.6) werden in einen Behalter pipettiert, der so viele Glasperlen
enthalt (z.B. 5 g), dass die jeweilige Priifoberflache auf den Perlen aufliegt. Dann werden 0,1 ml Wasser
standardisierter Harte (5.2.2.7) oder Wasser (5.2.2.2) im Fall von gebrauchsfertigen Produkten hinzuge-
fiigt. Es wird gemischt und bei (20 £ 1) °C fiir 5 min *+ 10 s einwirken gelassen.

c) Nach Ablauf der Neutralisationsdauer wird die beimpfte und getrocknete Priifoberfliche in den Behal-
ter so iiberfiihrt, dass die beimpfte Oberflache nach unten zeigt und die Glasperlen (z. B. 5 g) bertihrt. Die
Behilter werden mindestens 1 min geschiittelt. Das Schiitteln sollte so intensiv erfolgen, dass eine standige
Bewegung der beimpften Priifflichen liber die Glasperlen sichergestellt ist.

d) Fir die Bakterienstimme werden Verdliinnungen von 1073,1074, 10_5, 10~ und fiir die Pilzstimme Ver-
diinnungen von 10_2, 10_3, 104, 10~° hergestellt. Es wird eine Probe von 1,0 ml von jeder der Verdiin-
nungen als Doppelbestimmung entnommen und unter Anwendung des Gussplattenverfahrens oder des
Oberflachenverfahrens [5.5.2.2 d)] abgeimpft. Zur Bebriitung und Auszdhlung siehe 5.5.3.

5.5.2.4 Validierungsverfahren ,C“— Validierung des Verdiinnungs-Neutralisationsverfahrens
Das Verdiinnungs-Neutralisationsverfahren wird wie folgt validiert:
a) Eine Prifoberflache wird hergestellt [5.5.2.1 a) und b)].

b) 10ml des Neutralisationsmediums (5.2.2.7) werden in einen Behalter pipettiert, der so viele Glasperlen
enthalt, dass die jeweilige Priifoberflache auf den Perlen aufliegt. Dann werden 0,1 ml der hdchsten bei der
Priifung (5.5.2.2) verwendeten Produktkonzentration hinzugefiigt. Es wird gemischt und bei (20 = 1) °C fir
5min * 10 s einwirken gelassen.

c) Nach Ablauf der Neutralisationsdauer wird die beimpfte Priifoberfliche in den Behélter so iiberfiihrt,
dass die beimpfte Oberfldche nach unten zeigt und die Glasperlen (z. B. 5 g) beriihrt. Die Behalter werden
mindestens 1 min geschiittelt. Das Schiitteln sollte so intensiv erfolgen, dass eine stindige Bewegung der
beimpften Priifflichen {iber die Glasperlen sichergestellt ist.

d) Fiir die Bakterienstimme werden Verdliinnungen von 10_3, 1074, 10_5, 10~ und fiir die Pilzstimme Ver-
diinnungen von 1072, 1073, 10~ %, 10~> hergestellt. Es werden Proben von 1,0 ml von jeder der Verdiin-
nungen als Doppelbestimmung entnommen und unter Anwendung des Gussplattenverfahrens oder des
Oberflachenverfahrens abgeimpft.

5.5.3 Auszihlen der Priifmischungen

Fiir die Bakterienstimme werden die Platten bei (36 +1) °C oder bei (37 +1) °C fiir 18 h bis 24 h bebriitet.
Platten, die aus irgendeinem Grund nicht auszahlbar sind, werden verworfen. Die Platten werden ausgezahlt,
und die Anzahl der koloniebildenden Einheiten (KBE) wird bestimmt. Die Platten werden weitere 18 h bis 24 h
bebriitet. Platten, die keine auszdhlbaren Mengen an Kolonien mehr aufweisen, sind nicht erneut auszuzahlen.
Die verbleibenden Platten werden erneut ausgezahlt.
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