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Nationales Vorwort

Dieser zweite europdische Norm-Entwurf wurde von der Arbeitsgruppe 1 Humanmedizin (Sekretariat: DIN)
des Technischen Komitees CEN/TC 216 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika (Sekretariat: AFNOR,
Frankreich) unter Beteiligung deutscher Experten ausgearbeitet.

Die Mitarbeit des DIN in der Arbeitsgruppel des CEN/TC 216 wird iiber den Arbeitsausschuss
NA 063-04-07 AA Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika in der Humanmedizin des DIN-Normen-
ausschusses Medizin (NAMed) wahrgenommen.

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschlieflen, ist die englische Originalfassung der prEN 16777

beigefiigt. Die Nutzungsbedingungen fiir den deutschen Text des Norm-Entwurfes gelten gleichermafien
auch fiir den englischen Text.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 16777:2016) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 Chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika erarbeitet, dessen Sekretariat vom AFNOR gehalten wird.

Dieses Dokument ist derzeit zur zweiten CEN-Umfrage vorgelegt.
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Einleitung

Diese Europaische Norm beschreibt ein Oberflachenpriifverfahren zur Feststellung, ob ein als Desinfektions-
mittel vorgeschlagenes Produkt in den in Abschnitt 1 beschriebenen Gebieten eine viruzide Wirkung auf
nicht porésen Oberflichen aufweist oder nicht.

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

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

Flir bestimmte Anwendungszwecke konnen jedoch die Anwendungsempfehlungen fiir ein Produkt

abweichen und deshalb sind mdglicherweise zusitzliche Priifbedingungen notwendig, die nicht von dieser
Européischen Norm abgedeckt werden konnen.
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1 Anwendungsbereich

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

Diese Europdische Norm gilt fiir Produkte, die im medizinischen Bereich zur Desinfektion von nicht porésen
Oberflachen, einschliefdlich Oberflichen auf Medizinprodukten, ohne mechanische Einwirkung verwendet

werden.

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

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

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

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

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

EN 14885 legt im Einzelnen die Beziehung der verschiedenen Priifungen untereinander sowie zu den
»~Anwendungsempfehlungen” fest.

2 Normative Verweisungen

Die folgenden Dokumente, die in diesem Dokument teilweise oder als Ganzes zitiert werden, sind fiir die
Anwendung dieses Dokuments erforderlich. Bei datierten Verweisungen gilt nur die in Bezug genommene
Ausgabe. Bei undatierten Verweisungen gilt die letzte Ausgabe des in Bezug genommenen Dokuments
(einschlieRlich aller Anderungen).

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

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

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

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

EN 10088-2, Nichtrostende Stdhle — Teil 2: Technische Lieferbedingungen fiir Blech und Band aus
korrosionsbestdndigen Stdhlen fiir allgemeine Verwendung
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3 Begriffe

Fiir die Anwendung dieses Dokuments gelten die Begriffe nach EN 14885 und EN 14476.

4 Anforderungen an die viruzide Wirkung auf Oberflachen

Bei Priifung in Ubereinstimmung mit Tabelle 1 und Abschnitt5 muss fiir das Produkt eine dezimal-
logarithmische Reduktion (Ig) um mindestens vier Stufen des Virustiters der Priifstimme Adenovirus und
Murine Norovirus nachgewiesen werden. Wie in EN 14885 beschrieben, muss das Produkt fiir die Auslobung
der viruziden Wirksamkeit gegen behiillte Viren (begrenzte Viruzidie) sowohl die Anforderungen nach
EN 14476 als auch prEN 16777 mit Vacciniavirus erfiillen und fir die Auslobung eines begrenzten
Spektrums viruzider Wirksamkeit (begrenzte Viruzidie PLUS) miissen die Anforderungen nach EN 14476
und prEN 16777 mit Adenovirus und Murine Norovirus erfiillt werden. Um jedoch die viruzide Wirkung
auszuloben, muss das Produkt die Normen EN 14476 mit Poliovirus, Adenovirus und Murine Norovirus sowie
prEN 16777 mit Adenovirus und Murine Norovirus erfiillen, da Poliovirus nicht trocknungsbestédndig ist.

Tabelle 1 — Mindest- und zusitzliche Priifbedingungen

Priifvirus Adenovirus

Murine Norovirus
Begrenzte Viruzidie PLUS? :

Adenovirus Murine Norovirus
Begrenzte Viruzidie®

Vacciniavirus
Priftemperatur zwischen 4 °C und 30 °C
Einwirkzeit nach den Empfehlungen des Herstellers, aber nicht langer als 5 min oder
60 min°¢
Belastungssubstanzen 0,3 g/l Rinderserumalbumin
a) niedrige Belastung und/oder
b) hohe Belastung 3,0 g/l Rinderserumalbumin plus 3,0 ml Erythrozyten
Zusatzliche Weitere Einwirkzeit(en), Belastungssubstanz(en) oder Virus (Viren)

Bedingungend

a  Die Priifung mit begrenztem Spektrum viruzider Wirksamkeit (begrenzte Viruzidie PLUS) deckt alle behiillten Viren
(Anhang A) und alle angegebenen Priifkeime ab.

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

¢ Die in dieser Tabelle angegebenen Einwirkzeiten fiir Oberflichendesinfektionsmittel werden auf der Grundlage der

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

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

ANMERKUNG Poliovirus kann fiir Oberflachen nicht verwendet werden, da er nicht trocknungsbestandig ist.
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Die bestimmte viruzide Konzentration des Priifprodukts wird als geeignet fiir die praktischen Anwendungs-
situationen vorgeschlagen.

5 Priifverfahren

5.1 Kurzbeschreibung

5.1.1 Eine Priifsuspension von Viren in einer L6sung von Belastungssubstanzen wird auf eine Priifscheibe
aus nichtrostendem Stahl abgeimpft und trocknen gelassen. Eine vorbereitete Probe des zu untersuchenden
Produkts wird so aufgebracht, dass der getrocknete Film bedeckt wird.

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

Der Titer des Virus auf einer mit Wasser standardisierter Harte anstelle des Desinfektionsmittels
behandelten Scheibe wird ebenfalls bestimmt und die Reduktion des Virustiters, die dem Produkt
zuzuordnen ist, durch Differenzbildung berechnet.

5.1.2 Die Priifung wird unter Verwendung der in Abschnitt4, Tabelle1 festgelegten Priifkeime
durchgefiihrt.

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

5.2 Materialien und Reagenzien, inklusive Zellkulturen

5.2.1 Priifkeime

Die viruzide Wirkung muss unter Verwendung der folgenden als Priifkeime ausgewdhlten Stamme nach
Abschnitt 4, Tabelle 1 bewertet werden1):
a) Hiillenloses RNA-Virus?)

Murine Norovirus, Stamm S99 Berlin

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

c) Behiillter DNA Virus

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

1) Die ATCC-Nummern sind die Sammlungsnummern von Stimmen, die von diesen Kultursammlungen geliefert
werden. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Europdischen Norm und bedeutet keine
Anerkennung des genannten Produkts durch CEN.

2)  vVirusstimme diirfen von nationalen oder internationalen Kultursammlungen bezogen werden. Das Murine
Norovirus darf vom Friedrich-Loeffler-Insitut Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit, Hauptsitz Insel Riems
Siidufer 10, 17493, Greifswald-Insel Riems; Tel.: +49 (0)38351 7-0, Fax: +49 (0)38351 7-1219,
https://www.fli.de/en/home/ bezogen werden.
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Die geforderte Bebriitungstemperatur fiir diese Priifkeime betragt (36 + 1) °C oder (37 + 1) °C (5.3.2.12).
Die gleiche Temperatur (entweder 36 °C oder 37 °C) ist fiir alle Bebriitungen wahrend einer Priifung und
deren Kontrolle und Validierung anzuwenden.

Wenn zusitzliche Priifkeime verwendet werden, sind diese unter den im Priifbericht vermerkten optimalen
Wachstumsbedingungen (Temperatur, Dauer, Atmosphdre, Medien) aufzubewahren und zu verwenden.
Wenn die ausgewahlten zuséatzlichen Priifkeime nicht an einem Referenzzentrum klassifiziert wurden, sind
deren Identifizierungsmerkmale anzugeben. Dariiber hinaus miissen sie von dem Priiflaboratorium oder der
nationalen Kultursammlung fiir fiinf Jahre als Referenzprobe zuriickgestellt werden.

5.2.2 Kulturmedien, Reagenzien und Zellkulturen

5.2.2.1 Allgemeines

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

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

Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit wird empfohlen, dass zur Herstellung von Kulturmedien handels-
libliche Materialien verwendet werden, sofern diese geeignet sind. Die Anweisungen des Herstellers zur
Verarbeitung dieser Erzeugnisse sollten genau befolgt werden.

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

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

5.2.2.2 Wasser

Das Wasser muss frisch in einer Glasapparatur destilliertes und darf nicht entmineralisiertes Wasser sein.
Falls kein destilliertes Wasser geeigneter Qualitdt zur Verfiigung steht, darf Wasser fiir Injektionszwecke
(siehe Literaturhinweis [1]) verwendet werden.

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Die Sterilisation ist nicht erforderlich, falls das Wasser
z. B. fiir die Herstellung von Kulturmedien verwendet und anschliefdend sterilisiert wird.

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

5.2.2.3 Phosphatgepufferte Kochsalz-Lésung (PBS)

Natriumchlorid (NaCl) 8,00 g
Kaliumchlorid (KCI) 0,20g
Dinatriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat (Na,HPO, x 12 H,0) 2,89g
Kaliumphosphat, einbasisch (KH,PO,) 020g
Wasser (5.2.2.2) auf 1 000,0 ml
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5.2.24 Neutralrot (1:1 000 verdiinnte Lésung)

Die Stammlésung wird aus 0,1 mg/ml Neutralrot (SigmaN70053) in Wasser (5.2.2.2) hergestellt.
Anschliefiend wird diese durch einen Filter mit einer Porenweite von 0,40 pm gefiltert und bei 4 °C im
Dunkeln gelagert.

5.2.2.5 Fetales Kalberserum (FKS)

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

Fiir RAW 264.7-Zellen ist aufgrund der hohen Zellempfindlichkeit gegeniiber Endotoxinen ein spezielles FKS
zu verwenden.

5.2.2.6 Trichloressigsaure (10 %ige Losung) (TCA)

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

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

— Herstellung von Lésung A: Es werden 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl,) und 46,24 g Calciumchlorid
(CaCly) in Wasser (5.2.2.2) gelost und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch Membran-

filtration (5.3.2.11) oder im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Sofern das Autoklavieren angewendet wird, kann
dies zu einem Fliissigkeitsverlust fithren. In diesem Fall ist mit Wasser (5.2.2.2) unter aseptischen
Bedingungen auf 1 000 ml aufzufiillen. Die Losung lasst sich im Kiihlschrank (5.3.2.6) bis zu einem
Monat aufbewahren.

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

gelost und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Losung wird durch Membranfiltration (5.3.2.7) sterilisiert. Die
Losung lasst sich im Kiihlschrank (5.3.2.6) bis zu einer Woche aufbewahren.

— 600ml bis 700 ml Wasser (5.2.2.2) werden in einen 1 000-ml-Messkolben (5.3.2.9) gegeben, dazu
gegeben werden 6,0 ml LosungA und danach 8,0 ml LosungB. Nach Durchmischen wird mit
Wasser (5.2.2.2) auf 1000 ml aufgefiillt. Der pH-Wert des Wassers standardisierter Harte muss
7,0 + 0,2 betragen (5.3.2.4). Falls erforderlich, wird der pH-Wert mittels einer Losung von etwa 40 g/1
(etwa 1 mol/1) Natriumhydroxid (NaOH) oder etwa 36,5 g/1 (etwa 1 mol/1) Salzsdure (HCI) eingestellt.

Das Wasser standardisierter Harte ist unter aseptischen Bedingungen frisch herzustellen und innerhalb von
12 h zu verbrauchen.

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

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

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 Magnesiumharte) und die chemische Zusam-
mensetzung (z. B. Mineralstoffe, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide und Detergenzien) miissen festgelegt sein.

»Verdiinnungsmittel“ werden tiblicherweise in anderen Europdischen Normen im medizinischen Bereich zur
Herstellung der Belastungssubstanz verwendet. Da es im Bereich der Viruzidie-Prifung keine Erfahrungen

mit Verdlinnungsmitteln gibt, wird stattdessen Wasser (5.2.2.2) verwendet.

ANMERKUNG  Der Begriff ,Belastungssubstanz” wird auch dann verwendet, wenn es sich um mehrere Substanzen
handelt.

5.2.2.8.2 Bedingungen niedriger Belastung (Rinderserumalbumin)
Rinderserumalbumin ist in Form eines handelsiiblichen Produkts zu verwenden oder wie folgt herzustellen:

— 0,3 g Rinderserumalbumin Fraktion V (fiir mikrobiologische Zwecke geeignet) werden in 100 ml Wasser
(5.2.2.2) gelost;

— die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration;

— die Losung ist in einem Kiihlschrank aufzubewahren und innerhalb von einem Monat zu verbrauchen.
Die Endkonzentration des Rinderserumalbumins (BSA) in der Priifung betragt 0,3 g BSA je Liter.

5.2.2.8.3 Bedingungen hoher Belastung

a) Rinderserumalbumin:

Rinderserumalbumin ist in Form eines handelsiiblichen Produkts zu verwenden oder wie folgt
herzustellen:

— 3 g Rinderserumalbumin Fraktion V (fiir mikrobiologische Zwecke geeignet) werden in 100 ml
Wasser (siehe 5.2.2.2) gelost;

— die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration;

— die Losung ist in einem Kiihlschrank aufzubewahren und innerhalb von einem Monat zu
verbrauchen.

Die Endkonzentration des Rinderserumalbumins (BSA) in der Kontrolle betragt 3 g BSA je Liter.
b) Schaf-Erythrozyten:

Es werden mindestens 8,0 ml frisches defibriniertes Schafsblut (5.2.2.9) hergestellt. Die Erythrozyten
werden bei 800 gy fiir 10 min (5.3.2.18) abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes werden die
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Erythrozyten in PBS (5.2.2.3) resuspendiert. Dieser Vorgang wird mindestens dreimal wiederholt, bis
der Uberstand farblos ist.

c) Losung aus Rinderserumalbumin und Erythrozyten:

3 ml der angereicherten (gepackten) Schaf-Erythrozyten werden in 97 ml 3 %iger (m/V) Rinderserum-
albuminlésung resuspendiert.

Die Endkonzentration der Schaf-Erythrozyten und des Rinderserumalbumins im Priifverfahren betragt
3 ml/l bzw. 3 g/l. Um eine Kontamination zu verhindern, muss dieses Gemisch in Portionen aufgeteilt

werden, die wahrscheinlich an einem Tag verwendet werden, und in gesonderten Behéltern bei 2 °C bis 8 °C
fiir hochstens 7 Tage gelagert werden.

5.2.2.9 Defibriniertes Schafsblut
Das defibrinierte Schafsblut muss steril sein (aseptischer Aderlass und Vorbereitung). Defibriniertes

Schafsblut kann aus mehr als einem Schaf gewonnen sein und kann von einem kommerziellen Lieferanten
bezogen werden.

5.2.2.10 Medium fiir Zellkulturen

Es ist Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) oder ein gleichwertiges Medium zu verwenden, erganzt mit
FKS (5.2.2.5), Antibiotika und weiteren Wachstumsfaktoren je nach Erfordernis.

a) Ein Wachstumsmedium fiir die Zellvermehrung wird mit 10 % FKS erganzt. Es werden 10 Teile FKS
(5.2.2.5) zu 90 Teilen MEM gegeben.

b) Ein Erhaltungsmedium, um den Zellstoffwechsel ohne Stimulation der Zellvermehrung aufrecht-
zuerhalten, wird mit 2 % FKS erganzt. Es werden 2 Teile FKS (5.2.2.5) zu 98 Teilen MEM gegeben.

Andere Medien diirfen verwendet werden, wenn sie fiir bestimmte Zelllinien geeignet sind.

Siehe auch Literaturhinweis [2]. Siehe EN 12353 fiir eine detaillierte Beschreibung.

5.2.2.11 Zellkulturen

Einschichtige Zellrasen miissen vor der Beimpfung zu > 90 % zusammengewachsen (konfluent) sein.
Zelllinien werden entsprechend ihrer Sensibilitit gegeniiber den Priifkeimen (5.2.1) ausgewahlt. Die Zellen
fiir eine Virustitration miissen, wenn sie als Suspensionen in Quantalversuchen verwendet werden, den
Verdiinnungen des Priifgemischs (5.5.2) in einer solchen Dichte hinzugefiigt werden, dass die Bildung eines
einschichtigen Zellrasens (Monolayer) in der Zellkontrollprobe mindestens innerhalb von zwei Tagen

moglich ist. Zellkulturen konnen als einschichtige Zellrasen oder in Suspensionen fiir Quantalversuche
verwendet werden. Hinsichtlich weiterer Einzelheiten zu den Zelllinien siehe 5.5.1.e).

5.3 Apparate und Glasgerite

5.3.1 Allgemeines

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

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

b) durch trockene Hitze im Heif3luftsterilisator [5.3.2.1 b)].
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5.3.2 Ubliche mikrobiologische Laborausriistung?) und insbesondere folgende Gerite:
5.3.2.1 Gerite zur Sterilisation (feuchte und trockene Hitze)

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

b) zur Sterilisation durch trockene Hitze ein Heif3luftsterilisator, der fiir eine Mindesthaltezeit von 30 min
bei (180 %5) °C, fiir eine Mindesthaltezeit von 1 h bei (170 %5) °C oder fiir eine Mindesthaltezeit von 2 h
bei (160 *(')5) °C gehalten werden kann.

5.3.2.2 Wasserbdder, einstellbar auf (20 + 1) °C und zusétzliche Priiftemperaturen +1 °C (5.5.1).
5.3.2.3 Umkehr-Mikroskop zum mikroskopischen Betrachten der Zellkulturen.

5.3.2.4 pH-Messgerit, mit einer Kalibrierungenauigkeit von 0,1 pH-Einheit bei 20 °C.

5.3.2.5 Stoppuhr.

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

5.3.2.7 Elektromechanisches Riihrwerk, z. B. Vortex®-Mischer>)

5.3.2.8 Behilter: Petrischalen, sterile Reagenzgldser, Kulturflaschen oder Kolben mit geeignetem
Fassungsvermogen.

5.3.2.9 Messkolben, kalibriert bei 20 °C.

5.3.2.10 Sterile Mikrotiterplatten, Zellkulturplatten mit sechs Vertiefungen und Kolben fiir die
Zellkulturen.

5.3.2.11 Membranfiltrationsgerit zum Filtrieren von Medien, mit einer Porenweite von 0,2 pm.

5.3.2.12 CO,-Brutschrank (95 % Luft, 5% CO,), einstellbar auf (36+1)°C, zur Bebriitung von

Zellkulturen. Wenn kein Brutschrank fiir (36 +1)°C zur Verfiigung steht, darf ein Brutschrank fiir
(37 £ 1) °C verwendet werden.

5.3.2.13 Sterile Messpipetten mit Nennvolumina von 10 ml, 1 ml und 0,1 ml
Kalibrierte automatische Pipetten diirfen verwendet werden.
5.3.2.14 Magnetriihrer, um die Zellen vor dem Beimpfen in Suspension zu halten.

5.3.2.15 Eismaschine oder kommerziell erhaltliches Eis zum Kiihlen des Zellerhaltungsmediums und
der Reaktionsgemische wahrend der Priifung (siehe 5.5.2 und 5.5.4).

5.3.2.16 Becken als Eisbad mit Eis und Wasser.

5.3.2.17 Mechanisches Schiittelgeriit.

4) Sterile Einweggerate sind eine annehmbare Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten.

5) Vortex®-Mischer 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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5.3.2.18 Zentrifuge.
5.3.2.19 Biologische Sicherheitswerkbank der Klasse II.
5.3.2.20 Tiefkiihleinrichtung, —70 °C oder weniger.

5.3.2.21 Exsikkator mit Vakuum-Manometer.

5.3.2.22 Membranvakuumpumpe (Durchsatz héchstens 3,8 m3/h, Endvakuum < 75 mbar).

5.3.3 Priifflichen

Das miissen Scheiben aus nichtrostendem Stahl 1.4301 (nach EN 10088-1) (von 2 cm Durchmesser) sein, in
Ubereinstimmung mit den Anforderungen von EN 10088-2 beidseitig auf Grad 2B poliert. Die Scheiben
miissen so eben wie moglich sein; das wird am besten durch Verwendung von nichtrostendem Stahl mit
einer Dicke von 1,2 mm oder 1,5 mm erreicht. Die Scheiben diirfen nur mit einer Pinzette gehandhabt und
nur einmal verwendet werden.

Vor der Verwendung miissen die Scheiben fiir 60 min so in einen Behélter gelegt werden, der eine
ausreichende Menge von 5 %igem (V/V) Decon 90® oder 1 %igem Blanisol-Pur®) enthilt, dass sie nicht
aneinander haften und dass die Oberfliche nicht beschidigt wird. Die Scheiben werden 10s unter
fliefendem frisch destilliertem Wasser (5.2.2.2) oder entmineralisiertem Wasser gespiilt, wobei jegliches
Trocknen zu vermeiden ist.

Die Scheiben sind weitere 10s mit Wasser (5.2.2.2) zu spiilen, um die vollstindige Beseitigung des
Detergens sicherzustellen. Um einen ausreichenden Wasserstrom zu liefern, kann ein steriles, Fliissigkeit
abgebendes Druckgefiafd mit geeignetem Schlauch und entsprechenden Anschliissen oder ein anderes
geeignetes Verfahren verwendet werden, das auf eine Zufuhr von etwa 2 000 ml/min eingestellt werden
kann. Die Scheiben werden fiir 15 min in ein Bad mit ISO-Propanol (IPA) getaucht. Nach dem Herausnehmen
werden die Scheiben mindestens 10 Sekunden mit bidestilliertem Wasser gespiilt. Das Sterilisieren erfolgt
durch Autoklavieren.

ANMERKUNG  Geeignete Scheiben aus nichtrostendem Stahl kénnen iiblicherweise von Maschinenbauunternehmen
vor Ort bezogen werden.

5.4 Herstellung der Priifkeimsuspensionen und der Produktpriiflosungen

5.4.1 Priifkeimsuspensionen (Priifvirussuspension)
Die Priifkeime und ihre Stammkulturen sind nach EN 12353 herzustellen und aufzubewahren.

Die Virus-Stammsuspension wird in einer geeigneten Zelllinie, die hohe Titer von infektiésen Viren erzeugt,
vermehrt. Die Zelltriimmer werden durch Zentrifugieren (400 gy fiir 15 min) abgetrennt. Dieses Préaparat

wird als , Priifvirussuspension“ bezeichnet.

Die Virussuspension sollte einen Mindesttiter von 108 TCIDg,/ml — bestimmt durch einen Quantalversuch

[5.5.2 a)] oder durch einen Plaqueversuch [5.5.2 b)] — aufweisen. In jedem Fall muss er hoch genug sein, um
eine dezimal-logarithmische (lg-) Reduktion des Titers um mindestens 4 Stufen zu ermoglichen, damit das
Verfahren verifiziert werden kann.

Falls notwendig darf die Priifsuspension durch geeignete Verfahren (z. B. Ultrazentrifugieren) konzentriert
werden.

6) Decon 90® und Blanisol-Pur sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte. Diese Angabe dient nur zur
Unterrichtung der Anwender dieser Norm und bedeutet keine Anerkennung der genannten Produkte durch CEN.
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Die Priifsuspension wird in kleinen Mengen bei Temperaturen unter —70 °C oder vorzugsweise bei —196 °C
unter Stickstoff aufbewahrt. Aus Sicherheitsgriinden und — in einigen Fillen — zur Begrenzung méglicher
Genmutationen sind nur 10 Passagen aus dem urspriinglichen Einsaat-Virus (z. B. Virus aus der Kulturen-
sammlung) zulassig.

Die Priifsuspension wird unverdiinnt im Priifverfahren (5.5.2 oder 5.5.3) verwendet.

5.4.2 Produktpriiflésung

Einzelheiten zu den Proben des Produkts, das vom Hersteller oder einer anderen Quelle erhalten wurde,
miissen aufgezeichnet werden.

Produktpriiflésungen sind in mindestens drei unterschiedlichen Konzentrationen in Wasser standardisierter
Harte (5.2.2.7) herzustellen, wobei eine Konzentration im wirksamen Bereich und eine Konzentration im
unwirksamen Bereich liegen muss. Das Produkt im Lieferzustand darf als eine der Produktpriiflésungen
verwendet werden.

Verdiinnungen gebrauchsfertiger Produkte, d. h. von Produkten, die zu ihrer Anwendung nicht verdiinnt
werden, sind in Wasser (5.2.2.2) herzustellen.

Bei festen Produkten wird das Produkt im Lieferzustand geldst, indem mindestens 1,0 g+ 10 mg des
Produkts in einen Messkolben eingewogen werden und mit Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7)
aufgefiillt wird. Die folgenden Verdiinnungen (= niedrigeren Konzentrationen) sind in Messkolben (5.3.2.9)
auf der Basis von Volumenanteilen in Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) herzustellen.

Bei fliissigen Produkten sind die Verdiinnungen des Produkts mit Wasser standardisierter Harte auf der
Basis von Volumenanteilen in Messkolben (5.3.2.9) herzustellen.

Die Produktpriiflésungen sind frisch herzustellen und innerhalb von 2 h fiir die Priifung zu verwenden. Sie
missen eine physikalisch homogene stabile Zubereitung ergeben, die wahrend des gesamten Priifablaufs
stabil ist. Falls wihrend des Verfahrens eine sichtbare Inhomogenitdt durch Bildung einer Ausfallung oder
Ausflockung auftritt, zum Beispiel durch die Zugabe der Belastungssubstanz, muss dies in den Priifbericht
aufgenommen werden.

Die im Priifbericht angegebene Konzentration des Produkts muss die gewiinschte Priifkonzentration sein.

Die Priifkonzentration ist als Massenkonzentration oder Volumenanteil aufzuzeichnen, ebenso sind die
Einzelheiten der Produktprobe im Lieferzustand anzugeben.

5.5 Verfahrensablauf zur Beurteilung der viruziden Wirkung des Produkts

5.5.1 Versuchsbedingungen

Die Auswahl von Einwirktemperatur, Einwirkzeit und Belastungssubstanzen muss entsprechend der fir das
Produkt vorgesehenen praktischen Anwendungsbedingungen (Abschnitt 4) wie folgt durchgefiihrt werden:

a) Priftemperatur, & (in °C):

Die Priiftemperatur muss die Raumtemperatur sein und zwischen (18 + 1) °C und (25 % 1) °C liegen;
zusatzliche Temperaturen diirfen gewahlt und miissen im Priifbericht (5.9) angegeben werden.

b) Einwirkzeit, ¢ (in min):

Die zu priifenden Einwirkzeiten sind in Abschnitt 4, Tabelle 1 festgelegt.
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Die zuldssige Grenzabweichung fiir jede gewahlte Einwirkzeit betrdagt +10 s; zuséatzliche Einwirkzeiten
diirfen gewahlt und miissen im Priifbericht (5.9) angegeben werden.

c) Virusstimme:

Die Stamme miissen den Festlegungen in Abschnitt 4, Tabelle 1 entsprechen.

Zusatzliche Stimme diirfen gewahlt und miissen im Priifbericht (5.9) angegeben werden.
d) Belastungssubstanz:

Die zu priifende Belastungssubstanz ist Rinderserum-albuminlésung bei Bedingungen niedriger
Belastung (5.2.2.8.2) oder bei Bedingungen hoher Belastung (5.2.2.8.3) Rinderserumalbumin und
Schaf-Erythrozyten entsprechend den praktischen Anwendungsbedingungen.

Eine zusatzliche Belastungssubstanz kann gewahlt und muss im Priifbericht (5.9) angegeben werden.
e) Zellinie(n):

Adenovirus wird in HeLa-Zellen oder anderen Zelllinien mit einer geeigneten Sensibilitdt vermehrt.
Murine Norovirus wird in RAW 264.7-Zellen (ATCC TIB-71) oder anderen Zelllinien mit einer geeigneten
Sensibilitat vermehrt.

Modifizierter Vacciniavirus Ankara wird in BHK-21-Zellen (ATCC CCL-10) oder anderen Zelllinien mit
einer geeigneten Sensibilitdt vermehrt. Vacciniavirus, Stamm Elstree wird in Vero-Zellen (ATCC CCL-81),
CV-1-Zellen (ATCC CCL-70) oder anderen Zelllinien mit einer geeigneten Sensibilitdt vermehrt

5.5.2 Priifverfahren

Die Prifung muss bei einer Temperatur zwischen (18 + 1) °C und (25 + 1) °C durchgefiihrt werden. Jede
Priifscheibe (5.3.3) wird unter aseptischen Bedingungen in eine Petrischale (5.3.2.8) gelegt, wobei die
waagerechte Lage der Petrischale sicherzustellen ist.

Neun Volumenteile der Virussuspension (5.4.1 und 5.5) werden mit einem Volumenteil Belastungssubstanz-
l6sung (5.2.2.8) gemischt.

Fiir jeden Prifvirus werden 8 Priifscheiben (2 Scheiben/Konzentration des Produkts plus 2 Scheiben zur
Kontrolle) vorbereitet, indem 50 pul der Virussuspension plus Belastungssubstanz in 2 aliquoten Anteilen von
jeweils 25 pl auf die Scheiben abgeimpft werden, wobei darauf zu achten ist, dass die Suspension in der Mitte
der Scheibe (5.3.3) aufgebracht wird (ein Beriihren der Scheibenrander ist zu vermeiden). Die Oberfldchen
werden getrocknet, bis sie sichtbar trocken sind, durch Beimpfung der Scheibe mit 50 ul der
Virussuspension plus Belastungssubstanz.

Es ist selbstverstiandlich, dass das Trocknen der Priifflichen aufgrund der Umgebungsbedingungen im
Laboratorium und der Konstruktion des Brutschranks mit unterschiedlicher Geschwindigkeit erfolgen wird.
Aus diesem Grund wird keine Zeitdauer festgelegt und die erforderliche Mindestzeit, bis die Flachen sichtbar
trocken sind, sollte flir jedes Laboratorium ermittelt werden. Die Trocknungszeit sollte 60 min nicht
tiberschreiten; tritt dies auf, miissen alternative Trocknungsbedingungen angewendet werden. Die
Priifflachen sind an die gewahlte Priiftemperatur €+ 1 °C angleichen zu lassen.

Die getrockneten Trager sind innerhalb von 60 min zu verwenden, um eine Inaktivierung der Viren im
Verlauf der Zeit zu verhindern.

Unmittelbar nach dem Trocknen wird jede Scheibe vorsichtig aufgenommen und mit der beimpften Seite

nach oben in eine sterile Petrischale gelegt, wobei die waagerechte Lage der Scheibe sicherzustellen ist. Das
getrocknete Inokulum von 6 Scheiben wird mit 100 pl der Priiflosung bedeckt. Es ist darauf zu achten, dass
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die Pipettenspitze nicht den Trager beriihrt. Fiir den Kontrollversuch mit Wasser werden 100 pl Wasser
standardisierter Harte (5.2.2.7) oder Wasser (5.2.2.2), wenn das Produkt mit Wasser verdiinnt wurde, auf
die anderen 3 Priifscheiben gegeben, wobei sicherzustellen ist, dass das getrocknete Inokulum vollstdndig
bedeckt wird.

Nach der ausgewahlten Einwirkzeit wird jede der Scheiben in einen gesonderten Behdlter (mit flachem
Boden, Bodendurchmesser zwischen 4 cm und 5 cm, mit Deckel) tiberfithrt und es werden 0,9 ml eisge-
kiihltes Zellkulturmedium ohne FKS, z.B. Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM) oder Dulbecco's
modifiziertes Eagle-Medium (DMEM), in Abhédngigkeit von der verwendeten Zelllinie hinzugefiigt. Der Inhalt
von jedem Behalter wird 60 s gemischt (5.3.2.7), um die Viren zu resuspendieren.

Unmittelbar nach der Elution wird eine Reihe von Dezimalverdiinnungen der Virussuspension in
eisgekiihltem Erhaltungsmedium (MEM + 2 % FKS) hergestellt. Die Pipettenspitzen sind nach jeder
Verdiinnung zu wechseln, um eine Verschleppung von Viren zu verhindern.

Die Verdiinnungen werden auf Zellkulturen abgeimpft. Nach der Bebriitung wird der Virustiter berechnet.

Die Reduktion des Virustiters wird berechnet aus der Differenz des Titers zwischen denen, die mit
Desinfektionsmittel behandelt wurden, und solchen, die mit hartem Wasser behandelt wurden.

Nach der Behandlung mit dem Produkt oder Wasser wird die Infektiositit mit einem der folgenden
Verfahren gepriift:

a) Quantalversuche (Endpunkttitration) - [die Verfahren 1) bis 2) sind alternativ anzuwenden]

Die Virussuspension wird in Stufen, die einer zehnfachen Verdilinnung entsprechen, verdiinnt, indem 0,1 ml
Virussuspension mit einem entsprechenden Volumen Kulturerhaltungsmedium (MEM =+ 2 % FKS) gemischt
werden. Die Pipetten miissen nach jedem Verdiinnungsschritt gewechselt werden.

1) Virustitration auf Zellen in Suspension auf Mikrotiterplatten:

0,1 ml jeder Verdiinnungsstufe werden, beginnend mit der hochsten Verdiinnung, in sechs oder
acht Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (5.3.2.10) uiberfiihrt. 0,1 ml einer
Zellkultursuspension (5.2.2.11) wird in einer solchen Dichte hinzugefiigt, dass die Bildung eines
einschichtigen Zellrasens (> 90 %) mindestens innerhalb von zwei Tagen in der Zellkontrollprobe
moglich ist. Parallel dazu dienen sechs oder acht Vertiefungen als Zellkontrollprobe und erhalten
keine Virussuspension.

Der zytopathische Effekt (CPE) des Virus wird nach der geeigneten Bebriitungszeit (entsprechend
dem Virustyp) mittels eines Umkehr-Mikroskops beurteilt.

2) Virustitration auf einschichtigen Zellrasen auf Mikrotiterplatten:

0,1ml jeder Verdiinnungsstufe wird in sechs oder acht Vertiefungen einer
Mikrotiterplatte (5.3.2.10)  Uberfiihrt, die einen konfluenten (>90%) einschichtigen
Zellrasen (5.2.2.11) ohne Medium enthalten. In die letzte Reihe von sechs oder acht Vertiefungen
wird 0,1 ml Kulturmedium (5.2.2.10) gegeben, sie dient als Zellkontrollprobe. Nach einer
Bebriitungsdauer von 1h bei 37°C wird jeder Vertiefung 0,1 ml Zellkulturmedium (5.2.2.10)
zugesetzt. Die Pipetten fiir die R6hrchen oder Vertiefungen sind zu wechseln, wenn Medium
zugesetzt wird.

Der zytopathische Effekt des Virus wird nach der geeigneten Bebriitungszeit entsprechend dem Virustyp
mittels eines Umkehr-Mikroskops beurteilt.
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b) Plaqueversuch

Vertiefungen in Kulturplatten aus Kunststoff (Oberflichendurchmesser 30 mm bis 35 mm) mit konfluenten
einschichtigen Zellrasen werden einmal mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) (5.2.2.3) gewaschen
und mit 0,2 ml der Reihenverdiinnungen der Viren in MEM +2 % FKS beimpft. Im Allgemeinen werden sechs
bis acht Vertiefungen je Verdiinnung verwendet. Nach einer Adsorptionsdauer von 1 h bei 37 °C, wahrend
der die einschichtigen Zellrasen durch Neigen der Platten alle 8 min bis 10 min feucht gehalten werden, wird
das Inokulum entfernt und die einschichtigen Zellrasen werden einmal mit PBS gewaschen. Anschlief3end
werden die Vertiefungen mit 3 ml eines Gemischs aus 2 %iger verfliissigter Agarose oder einem anderen
geeigneten halbfesten Medium und doppelt konzentriertem MEM mit 4 %FKS iiberschichtet. Die Kulturen
werden fiir 5 bis 6 Tage bei 37 °C in einem CO,-Brutschrank (5.3.2.12) bebriitet. Die Plaques kénnen nach

Zusatz von 2ml einer zweiten Uberschichtung mit der gleichen Zusammensetzung wie die erste, die
auflerdem 5 % einer Neutralrotlosung 1:1 000 enthalt, und weiterer Bebriitung (im Dunkeln) bei 37 °C fiir
24h bis 48h in einem CO,-Brutschrank (5.3.2.12) ausgezahlt werden. Die Auszdhlung kann auch nach

Zugabe von Kristallviolett erfolgen. Die einschichtigen Zellrasen werden durch Zugabe von 2 ml 10 %iger
Trichloressigsaure (TCA) (5.2.2.6) iiber die Agariiberschichtung fiir 10 min bis 15 min bei Raumtemperatur
fixiert. Die Agariiberschichtung wird dann entfernt und 2 ml 0,1 %iges Kristallviolett in 20 %igem Ethanol
werden zugegeben. Nach 10 min bis 15 min bei Raumtemperatur werden die Vertiefungen ausgiebig mit
Wasser gespiilt und die Plaques (weifde Flecken) werden ausgezahlt.

ANMERKUNG  Als Alternative zum Plaqueversuch kann die Bestimmung des CPE angewendet werden.
5.5.3 Durch Produktlésungen verursachte Zytotoxizitat

5.5.3.1 Zytotoxische Wirkung

Zur Uberpriifung einer méglichen morphologischen Veridnderung der Zellen durch das Desinfektionsmittel
werden 45ul MEM + 2 % FKS mit 5pul Belastungssubstanz gemischt, ein Trager wird beimpft und
getrocknet. 100 pl des Produkts (in den in der Priifung verwendeten Verdiinnungen) werden hinzugefiigt
und alles wird 5 min bei Priiftemperatur belassen. Die Elution erfolgt mit 0,9 ml MEM + 2 % FKS 30s
gemischt (5.3.2.7). Reihenverdiinnungen (Verdiinnungsstufe 1:10) werden in dem Kulturmedium hergestellt
und die Zellkulturen (einschichtige Zellrasen oder Zellsuspensionen) werden damit beimpft. Dies muss
parallel zur Priifung durchgefiihrt werden. Simtliche mikroskopischen Verdnderungen in den Zellen werden
beim Ablesen der Priifung auf Zytotoxizitat (CPE) (2 Scheiben) aufgezeichnet.

5.5.3.2 Interferenzkontrolle - Kontrolle der Zellsensibilitit

Ziel der Interferenzkontrolle ist nachzuweisen, dass die Zellsensibilitit fiir die Virusinfektion durch die
Behandlung mit dem Desinfektionsmittel nicht negativ beeinflusst wird.

Vergleichende Virustitrationen werden an Zellen, die mit Desinfektionsmitteln behandelt wurden bzw. die
nicht mit Desinfektionsmitteln behandelt wurden, durchgefiihrt, um die Verminderung der Sensibilitat
gegeniiber Viren wie folgt zu bestimmen:

Behandlung der Zellen:

a) einschichtige Zellrasen: 0,1 ml der niedrigsten, offenbar nicht zytotoxischen Verdiinnung (keine
mikroskopisch erkennbare Verdnderung) der Produktpriiflésung (5.4.2) oder PBS (5.2.2.3) und 0,1 ml
des Kulturmediums werden auf jede der 6 angesiedelten Zellkulturen auf Mikrotiterplatten mit
96 Vertiefungen (5.3.2.10) aufgetragen. Nach Einwirkung fiir 1h bei 37°C wird der Uberstand
verworfen;

b) Zellsuspensionen: ein Volumen der niedrigsten, offenbar nicht zytotoxischen Verdiinnung des Produktes

oder PBS (5.2.2.3) wird einem Volumen doppelt konzentrierter Zellsuspension zugegeben. Nach
Einwirkung fiir 1 h bei 37 °C werden die Zellen abzentrifugiert und in Kulturmedium resuspendiert.
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Vergleichende Virustitration:

Das Virus wird von 10~1 bis 1010 verdiinnt und auf den behandelten oder unbehandelten Zellen parallel zu
5.5.2 a) oder b) titriert.

Zur Bestimmung einer Restinfektiositit koénnen nur die Verdiinnungen der Produktlésung verwendet
werden, die:

a) einen niedrigen Grad der Zellzerstorung (< 25 % des einschichtigen Zellrasens) aufweisen oder

b) eine Reduktion des Virentiters um < 1 Ig hervorrufen.

5.5.3.3 Beseitigung der Zytotoxizitit

Falls die Zytotoxizitat so stark ist, dass die Reduktion der Restinfektiositit nicht {iber einen Bereich von 4 Ig
TCIDg verfolgt werden kann, miissen spezielle Techniken angewendet werden, wie z. B.:

a) Molekularsiebung mit einem Molekularsiebfilter, d. h. Sephadex™ LH 207) (B.1);

b) Ultrafiltration mit Minicon® (Millipore) oder Fertigsdulen, d.h. MicroSpin™ S 400 HR-S4ulen”)
(GE Healtcare) (B.2);

c) Bestimmung des Restvirus-Titers mit dem Large-Volume-Plating (LVP)-Methode (B.3).

Geeignete Kontrollen sind erforderlich, um nachzuweisen, dass das Verfahren die Infektiositat der Viren
nicht reduziert. Die viruzide Wirkung wird durch Vergleich der Titer der behandelten und der
unbehandelten Virussuspensionen ermittelt. Die Anwendung erfolgt nach den Anweisungen des Herstellers.

5.5.4 Uberpriifung der Wirksamkeit der Unterdriickung der Wirkung eines Desinfektionsmittels

5.5.4.1 Verdiinnung in eisgekiihltem Medium

100 pl der Priiflosung (Priifkonzentration) und 850 pl eisgekiihltes Medium mit 2 % FKS werden gemischt.
Anschliefiend werden 50 pl des Virusinokulums dazugegeben und das Gemisch wird fiir die Zeit zwischen
dem Ende der Einwirkzeit und der Vorbereitung der Verdiinnungen fiir die Titration (siehe 8.4) im Eisbad
bebriitet. Eine Reihenverdiinnung in 10-log-Schritten wird hergestellt und die Zellkulturen werden mit den
Verdiinnungen beimpft. Der Titer wird bestimmt. Der Unterschied zwischen dem Titer der Unterdriickung
der viruziden Wirkung und dem Titer der Viruskontrolle vor dem Trocknungsprozess sollte 0,5 Ig nicht
liberschreiten.

5.5.4.2 Filtrationstechnik

Wenn die Differenz > 0,5 Ig ist, kann eine eisgekiihlte Verdiinnung auf 1/100 versucht werden, oder es muss
eine andere Technik verwendet werden: Molekularsiebung mittels Sephadex™ LH 20 oder Ultrafiltration
mit  Minicon® (Millipore) oder mit gebrauchsfertigen MicroSpinS 400 HR-Sdulen (Pharmacia
Biotech) (Anhang B).

7)  Sephadex™ LH 20, Minicon® und MicroSpin™ S 400 HR sind Beispiele fiir geeignete handelsiibliche Produkte.
Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Anwender dieser Norm und bedeutet keine Anerkennung der genannten
Produkte durch CEN.
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5.5.5 Referenzpriifung zur Virusinaktivierung

Unter der Verwendung der Priifkeime muss eine Kontrolle des Priifsystems einbezogen werden, es gilt 5.5.2
mit Glutaraldehyd als Referenz (siehe Tabelle 2).

5.5.6 Titration der Viruskontrollprobe

Die Infektiositdt der Priifvirussuspension ist unter Priifbedingungen zu Beginn der Einwirkzeit und bei der
in der Priifung verwendeten maximalen Einwirkzeit zu bestimmen. Die Produktpriiflésung (5.4.2) wird
durch Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) oder Wasser (5.2.2.2) fiir gebrauchsfertige Produkte ersetzt.
Es gilt 5.5.2 mit folgender Anderung:

Anstelle der Produktpriiflosung werden 100 pul Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) - oder
Wasser (5.2.2.2) fiir gebrauchsfertige Produkte - zugegeben.

5.6 Versuchsdaten und Berechnung

5.6.1 Protokollierung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Zellkultur werden als ,,0“ (Zellen ohne CPE) und mit, 1" (25 % der Zellen mit CPE) bis ,4“
(alle Zellen mit CPE) (Quantalversuche) beziehungsweise als Anzahl der Plaques dokumentiert.

Die Berechnung der geschitzten Virustiter muss unter Anwendung geeigneter Verfahren erfolgen
(Anhang C).

Die Reduktion des Virustiters wird aus der Differenz der Titer nach der Behandlung mit Wasser
standardisierter Harte (5.2.2.7) - oder Wasser (5.2.2.2) fiir gebrauchsfertige Produkte - und nach der
Behandlung mit dem Produkt berechnet.

Die Titer miissen mit den zugehodrigen 95 %-Vertrauensbereichen berechnet werden, aus denen der
Reduktionsfaktor mit dem 95 %-Vertrauensbereich berechnet werden muss (C.3.1).

5.6.2 Berechnung des Infektiositétstiters (TCID;, bzw. PFU)

5.6.2.1 Allgemeines
Die Berechnung der geschitzten Viruskonzentration muss mittels geeigneter Verfahren durchgefiihrt

werden (Anhang C). Die Titer miissen mit ihrem 95 %-Vertrauensbereich berechnet werden, von dem die
Reduktion mit einem 95 %-Vertrauensbereich berechnet werden muss (C.1.1).

5.6.2.2 Berechnung der TCID;,

Ein geeignetes Berechnungsverfahren ist das Verfahren nach Spearman-Karber (C.1).

5.6.2.3 Berechnung der PFU

Eine praktische Moglichkeit zur Berechnung der Anzahl der plaquebildenden Einheiten je Milliliter (PFU/ml)
istin C.2 beschrieben.

Fiir die Berechnung diirfen nur Platten mit nicht konfluenten Plaques verwendet werden. Die PFU sollten
aus drei Platten berechnet werden. Falls Platten aus zwei Verdiinnungen in diesen Bereich fallen, wird die
Zahl der PFU/ml als gewichteter Mittelwert berechnet. Wenn nur Platten einer Verdiinnung in diesem
Bereich liegen, wird der arithmetische Mittelwert berechnet.
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5.7 Verifizierung des Verfahrens

Eine Priifung ist nur dann valide, wenn die folgenden Kriterien erfiillt sind:

a) die Prifvirusssuspension (5.4.1) hat den TCIDs)-Wert von 108/ml oder weist zumindest eine

Konzentration auf, die die Bestimmung einer Reduktion des Virustiters um 4 logarithmische Stufen
erlaubt;

b) die nachweisbare Reduktion des Titers betrdgt mindestens 4 lg;
c) die Differenz zwischen dem logarithmischen Titer des Viruskontrollversuchs und dem logarithmischen

Titer des Priifvirus in der Referenzpriifung zur Inaktivierung (5.5.5) liegt zwischen den in Tabelle 2
angefiihrten Werten;

Tabelle 2 — Grenzwerte fiir Referenzsubstanzen

Samtliche Prifungen miissen 5 min unter Bedingungen niedriger Belastung durchgefiihrt werden.

Referenzsubstanz Priifvirus
Konzentration/Reduktion
Adenovirus Typ 5, Vacciniavirus Murine Norovirus
Stamm Adenoid 75
Glutaraldehyd 125 ppm/2,01gbis 3,51g 50 ppm/<3lg 1000 ppm/1,51gbis 31g

d) die Zytotoxizitit der Produktlésung beeintrichtigt nicht die Zellmorphologie und das Zellwachstum oder
die Empfindlichkeit fiir den Prifvirus in den Verdiinnungen der Priifgemische, die fiir den Nachweis
einer Reduktion der Virusmenge um 4 logarithmische Stufen notwendig sind;

e) die vergleichende Virustitration an Zellen, die mit Verdiinnungen des Priifgemischs behandelt wurden
(oder ohne dieses, d. h. nur Zugabe von PBS), ergibt eine Differenz des Virustiters von < 1 Ig;

f) Uberpriifung der Wirksamkeit der Unterdriickung der Wirkung eines Produktes (5.5.4: Die Differenz zur
Priifsuspension muss < 0,5 Ig sein).

5.8 Auswertung

5.8.1 Allgemeines

Alle Ergebnisse werden als Rohdaten tabelliert und zusatzlich als negative logarithmische Werte der TCIDs
oder der PFU dargestellt.

Im Fall, dass in der hochsten Konzentration keine Virenvermehrung beobachtet wird ([5.5.2 a) oder b)], wird
dieser Wert mit dem vorangestellten Zeichen ,<“ angegeben. Wenn eine Virenvermehrung in allen
Verdiinnungen beobachtet werden kann, wird der Wert mit dem vorangestellten Zeichen ,>" angegeben.

5.8.2 Berechnung der viruziden Wirkung von Produkten
Die Bewertung der Wirksamkeit der Desinfektionsmittelverdiinnung wird durch Berechnung der Reduktion

durchgefiihrt. Die Reduktion ist die Differenz zwischen dem Infektiosititstiter, erhalten ohne Einwirken des
Desinfektionsmittels in TCIDs,/ml oder Ig der plaquebildende Einheiten (PFU)/ml des Kontrollversuchs mit

Documents
Document Sharirleub

Full document details: E DIN EN 16777:2017-01


http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-16777-2017-01
http://www.avadocuments.com/doc/e-din-en-16777-2017-01

E DIN EN 16777:2017-01 - Entwurf -
prEN 16777:2016 (D)

Wasser (5.5.7), und dem Infektiositatstiter, erhalten nach Einwirken des Desinfektionsmittels (5.5.2) bei
einer ausgewahlten spezifischen Einwirkzeit.

Das Produkt wird fiir die Priifung als bestanden gewertet, wenn fiir Adenovirus und Murine Nororvirus bei
der ausgewahlten spezifischen Einwirkzeit und einer Temperatur zwischen (18 + 1) °C und (25 %+ 1) °C eine
lg-Reduktion des Titers um mindestens 4 Stufen mit der gewahlten Belastungssubstanz (Tabelle 1) unter
den durch diese Priifung festgelegten Bedingungen (5.5.2) nachgewiesen wird.

Die Berechnung des Vertrauensbereichs kann bestdtigt werden (C.3), es ist notwendig den
Vertrauensbereich aus zwei Reihen von Priifungen zu berechnen.

5.9 Priifbericht
Der Priifbericht muss auf diese Europdische Norm (EN 16777) verweisen.
Der Priifbericht muss mindestens die folgenden Angaben enthalten:
a) Identitat des Priiflaboratoriums;
b) Identitat des Auftraggebers;
c) Identifizierung der Probe:
1) Bezeichnung des Produkts;
2) Chargennummer und - falls vorliegend - Verfallsdatum;
3) Hersteller - sofern nicht bekannt: Lieferant;
4) Lieferdatum;
5) Lagerbedingungen;
6) vom Hersteller empfohlenes Verdiinnungsmittel fiir das Produkt;
7) Wirksubstanz(en) und deren Konzentration(en) (optional);
8) Aussehen des Produkts;
d) Versuchsbedingungen:
1) Datum (Daten) der Priifung (Analysenzeitraum);

2) fir die Produktpriiflosung verwendetes Verdiinnungsmittel (Wasser standardisierter Harte oder
destilliertes Wasser);

3) Produktpriifkonzentrationen;

4) Aussehen der Produktverdiinnungen;
5) Einwirkzeiten;

6) Priiftemperatur(en);

7) Belastungssubstanz(en);
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