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Nationales Vorwort

Das Dokument prEN 17422:2024 wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,Chemische Desinfektions-
mittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

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

Um Zweifelsfille in der Ubersetzung auszuschliefRen, 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 17422:2022-09 wurden folgende Anderungen vorgenommen:
a) Harmonisierung des Grades der Milchverschmutzung;

b) Uberarbeitung der Begriffe und Abkiirzungen;

c) Kklarere Definition der Berechnungen.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17422:2024) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,Chemische Desinfekti-
onsmittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR gehalten wird.

Dieses Dokument wird EN 17422:2022 ersetzen.

Dieses Dokument wurde liberarbeitet, um die Milchverschmutzungsgrade zu harmonisieren, Begriffe und
Abkirzungen eindeutiger zu formulieren und klarere Festlegungen fiir die Berechnungen zu treffen.
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Einleitung

Dieses Dokument legt einen Oberflachenversuch fest, mit dem festgestellt werden soll, ob ein chemisches Des-
infektionsmittel oder Antiseptikum in den im Anwendungsbereich beschriebenen Bereichen eine bakterizide
Wirkung aufweist.

Dieser Laborversuch beriicksichtigt praktische Anwendungsbedingungen fiir das Produkt, einschliefilich Ein-
wirkzeit, Temperatur, Priiforganismen und Belastungssubstanzen, d. h. Bedingungen, die die Wirkung des Pro-
dukts in praktischen Situationen beeinflussen kénnen.

Die Bedingungen sind dafiir vorgesehen, die allgemeinen Zwecke abzudecken und einen Vergleich zwischen
Laboratorien und Produkten zu ermoglichen. Jede in diesem Versuch festgestellte Gebrauchskonzentration des
chemischen Desinfektionsmittels oder Antiseptikums entspricht festgelegten Untersuchungsbedingungen. Bei
einigen Anwendungsarten weichen jedoch die Anwendungsempfehlungen fiir ein Produkt moglicherweise ab
und deshalb missen zusatzliche Priifbedingungen angewendet werden.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Priifverfahren fiir und die Mindestanforderungen an die bakterizide Wirkung von Zit-
zendesinfektionsmitteln fest, die bei Verdlinnung in Wasser standardisierter Harte — oder im Falle gebrauchs-
fertiger Produkte — in Wasser eine homogene, physikalisch stabile Zubereitung bilden.

Dieses Verfahren ist anzuwenden fiir Zitzendesinfektionsmittel, die auf der Zitzenhaut ohne mechanische Ein-
wirkung als Desinfektionsmittel vor und/oder nach dem Melken im Veterinarbereich zum Einsatz kommen,
z.B. bei der Aufzucht, Haltung, Produktion, in veterinarischen Pflegeeinrichtungen, beim Transport von Tie-
ren sowie bei der Tierkorperbeseitigung aller Tiere mit Ausnahme der Tiere, die nach der Totung direkt als
Nahrungsmittel verwendet oder der weiterverarbeitenden Industrie zugefiihrt werden.

ANMERKUNG1 Das beschriebene Verfahren ist dafiir vorgesehen, die Wirksamkeit gewerblich hergestellter Zuberei-
tungen oder anderer Wirkstoffe unter Anwendungsbedingungen zu bestimmen.

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

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 (einschlief3lich 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

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

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

— [EC Electromedical: verfiigbar unter https://www.electropedia.org/
— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter https://www.iso.org/obp/
3.1 Symbole und Abkiirzungen

N Priifsuspension

Na Priifsuspension + Belastungssubstanz

Nv  Validierungssuspension

Nw  Kontrollversuch mit Wasser

B Kontrollversuch B

C Kontrollversuch C

Vc  Lebendkeimzahl
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NUw eingesetztes Wasser
NUd eingesetztes Desinfektionsmittel
Nws Oberflache beim Kontrollversuch mit Wasser

Nts Priifoberflache

4 Anforderungen

Das Produkt muss eine dezimal-logarithmische (lg) Reduktion um mindestens 4 Stufen (Desinfektionsmit-
tel fiir nach dem Melken) oder eine dezimal-logarithmische (Ig) Reduktion um mindestens 3 Stufen (Desin-
fektionsmittel fiir vor dem Melken) gegeniiber einem Kontrollversuch mit Wasser aufweisen, wenn es nach
Tabelle 1 und Abschnitt 5 unter simulierter Verschmutzung (Belastung) (10,0 g/l Magermilch fiir Zitzendesin-
fektionsmittel nach dem Melken, 3,0 g/l Rinderserumalbumin fiir Zitzendesinfektionsmittel vor dem Melken)

gepriift wird.
Tabelle 1 — Priifbedingungen
Priifbedingungen Bakterizide Wirkung auf kiinstlicher Haut ohne
mechanische Wirkung
Mindestspektrum von Priiforganismen Escherichia coli
Staphylococcus aureus
Zusatzlich Alle relevanten Priiforganismen
Priiftemperatur (30£1)°C
Einwirkzeit Zitzendesinfektionsmittel | Zitzendesinfektionsmittel
Minimale Einwirkzeit vor dem Melken nach dem Melken
(30£5)s 1 mint5s
Maximale Einwirkzeit Zitzendesinfektionsmittel | Zitzendesinfektionsmittel
vor dem Melken nach dem Melken
3min+10s 5min+10s
Andere Einwirkzeiten diirfen in Abstanden von 30 s fiir Einwirkzeiten bis zu 1 min und in Abstidnden von
1 min fiir Einwirkzeiten > 1 min gewahlt werden.
Belastungssubstanz 10,0 g/1 Milchpulver
Zitzendesinfektionsmittel nach dem Melken 3,0 g/1 Rinderserumalbumin
Zitzendesinfektionsmittel vor dem Melken

5 Priifverfahren
5.1 Kurzbeschreibung

Eine Priifsuspension von Bakterien gemischt mit der Belastungssubstanz (5.2.2.7) wird auf die kiinstliche
Hautpriifoberflache abgeimpft und fiir die Dauer der Konditionierung bei 30 °C gehalten.

Nach dieser Konditionierungszeit wird die Priifoberflache in das Produkt oder Verdiinnungen des Produkts bei
30 °C fiir eine Verweilzeit von 30 s eingetaucht, entnommen und fiir die verbleibende bestimmte, in Tabelle 1
festgelegte Zeitdauer bebriitet. Nach Ablauf dieser Einwirkzeit wird die Oberfldche in ein Neutralisationsme-
dium iiberfiihrt, so dass die Wirkung des Desinfektionsmittels unmittelbar neutralisiert wird. Gleichzeitig wird
ein aliquoter Anteil des eingesetzten Desinfektionsmittels als Probe entnommen und ebenfalls neutralisiert.
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Durch Behandlung mit Ultraschall werden die Bakterien von der Oberfliche entfernt. Die Anzahl der tber-
lebenden Bakterien, die von der Oberflache riickgewonnen werden kdnnen, wird quantitativ bestimmt. Die
Anzahl der iiberlebenden Bakterien im eingesetzten Desinfektionsmittel wird quantitativ bestimmt.

Die Anzahl der Bakterien auf einer mit Wasser anstelle des Desinfektionsmittels behandelten Oberflache wird
ebenfalls bestimmt und die Reduktion berechnet.

5.2 Materialien und Reagenzien
5.2.1 Priiforganismen

Die bakterizide Wirkung muss unter Verwendung der folgenden Stdmme als Priiforganismen bestimmt wer-
den:

— Escherichia coli
— Staphylococcus aureus
ANMERKUNG  Verweisungen auf Stimme aus anderen Kultursammlungen sind in Anhang A genannt.

Die erforderliche Bebriitungstemperatur fiir diese Priiforganismen betragt (36 +1)°C oder (37%1)°C
(5.3.2.3).

Fiir alle wihrend eines Versuchs sowie dessen Kontrolle und Validierung durchgefiihrten, auf das Wachstum
ausgerichteten Bebriitungen muss die gleiche Temperatur (entweder 36 °C oder 37 °C) angewendet werden.

Wenn zusétzliche Priiforganismen verwendet werden, miissen sie unter optimalen Wachstumsbedingungen
(Temperatur, Zeit, Atmosphdare, Medien), die im Priifbericht zu dokumentieren sind, bebriitet werden. Wenn die
gewahlten zusadtzlichen Priiforganismen nicht den festgelegten Stimmen entsprechen, muss ihre Eignung zur
Bereitstellung der erforderlichen Inokula verifiziert werden. Wenn diese zuséatzlichen Priiforganismen nicht
durch ein Referenz-Zentrum klassifiziert wurden, miissen ihre Identifizierungsmerkmale angegeben werden.
Auflerdem miissen sie von dem Priiflaboratorium oder der nationalen Kultursammlung fiir flinf Jahre zu Refe-
renzzwecken aufbewahrt werden.

5.2.2 Kulturmedien und Reagenzien

5.2.2.1 Allgemeines

Alle in diesem Dokument angegebenen Massen chemischer Substanzen beziehen sich auf die wasserfreien
Salze. Hydratisierte Formen diirfen als Alternative verwendet werden, aber die erforderlichen Massen miis-

sen angepasst werden, um daraus folgende Differenzen in den relativen Molekiilmassen zu berticksichtigen.

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

Wenn die zusatzlichen Stamme nicht auf den Kulturmedien (5.2.2.3) wachsen oder nicht mit dem Verdiin-
nungsmittel (5.2.2.4) verwendet werden konnen, miissen zusatzliche Medien verwendet und im Priifbericht
angegeben werden, ebenso wie zusatzliche Bebriitungsbedingungen.

Zur Verbesserung der Reproduzierbarkeit wird empfohlen, zur Herstellung von Kulturmedien handelstibliche
wasserfreie Materialien zu verwenden. Die Anweisungen des Herstellers zur Verarbeitung dieser Erzeugnisse
sollten genau befolgt werden.

Gebrauchsfertige Medien diirfen verwendet werden, wenn sie den erforderlichen Anforderungen entsprechen.

Fiir jedes Kulturmedium und Reagens sollte ein begrenzter Anwendungszeitraum festgelegt werden.
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5.2.2.2 Wasser
Das Wasser muss frisch in einer Glasapparatur destilliert werden und darf kein demineralisiertes Wasser sein.
Falls kein destilliertes Wasser geeigneter Qualitit zur Verfiigung steht, darf Wasser fiir Injektionszwecke ver-

wendet werden (siehe Literaturhinweis [2]).

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

5.2.2.3 Trypton-Soja-Agar (TSA)

Trypton-Soja-Agar, bestehend aus:

Trypton, pankreatisch verdautes Casein 15,0g;

Sojapepton, Papain-Aufschluss von Sojabohnenmehl 50g;

Natriumchlorid (NaCl) 50g;

Agar 15,0g;
Wasser (5.2.2.2) bis auf 1000,0 ml.

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1 a)].

Nach der Sterilisation muss der pH-Wert des Mediums 7,2 + 0,2 betragen, gemessen bei (20 + 1) °C.

Falls Probleme mit der Neutralisation (5.5.1.2 und 5.5.1.3) auftreten, kann es notwendig sein, Neutralisations-
medium zum TSA zuzugeben. Anhang B, Tabelle B.1 enthélt eine Anleitung zu den Neutralisationsmedien, die
verwendet werden diirfen. Es wird empfohlen, kein Neutralisationsmedium zu verwenden, das zu einer Tri-
bung im Agar fiihrt.

5.2.2.4 Verdiinnungsmittel

Trypton-Natriumchlorid-Losung, bestehend aus:

Trypton, pankreatisch verdautes Casein 1,0g;
Natriumchlorid (NaCl) 8,5g;
Wasser (5.2.2.2) bis auf 1000,0 ml

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

Das Neutralisationsmedium muss fiir das zu priifende Produkt nach 5.5.1.2 validiert sein. Das Neutralisations-
medium muss steril sein.

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

5.2.2.6 Wasser standardisierter Hirte fiir die Verdiinnung der Produkte
Die Vorgehensweise bei der Herstellung von 1 000 ml Wasser standardisierter Harte ist wie folgt:
— Herstellung von Losung A: 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl,) und 46,24 g Calciumchlorid (CaCl,) werden

in Wasser (5.2.2.2) aufgelost und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration
(5.3.2.7) oder im Autoklaven [5.3.2.1 a)]. Sofern das Autoklavieren angewendet wird, kann dies zu einem
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Flissigkeitsverlust fithren. In diesem Fall wird mit Wasser (5.2.2.2) unter aseptischen Bedingungen auf
1 000 ml aufgefiillt. Die Losung wird im Kiihlschrank (5.3.2.8) fiir hochstens einen Monat aufbewahrt.

— Herstellung von Lésung B: 35,02 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) werden in Wasser (5.2.2.2) gelost
und auf 1 000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.7). Die Losung wird im
Kiihlschrank (5.3.2.8) fiir hochstens eine Woche aufbewahrt.

In einen 1 000-ml-Messkolben (5.3.2.12) werden 600 ml bis 700 ml Wasser (5.2.2.2) gegeben, dazu werden
6,0 ml Losung A und anschlief3end 8,0 ml Losung B gegeben. Es wird durchmischt und mit Wasser (5.2.2.2)
auf 1 000 ml aufgefiillt. Der pH-Wert des Wassers standardisierter Harte muss 7,0 + 0,2 betragen, gemessen
bei (20 + 1) °C (5.3.2.4). Falls erforderlich, wird der pH Wert unter Verwendung einer Losung mit etwa 40 g/1
(etwa 1 mol/1) Natriumhydroxid (NaOH) oder etwa 36,5 g/1 (etwa 1 mol/1) Salzsaure (HCl) eingestellt.

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

ANMERKUNG  Bei der Herstellung der Produktpriflosungen (5.4.2) fiihrt die Zugabe des Produkts zum Wasser stan-
dardisierter Harte zu einer unterschiedlichen endgiiltigen Wasserharte in jedem Reagenzglas. In jedem Fall liegt die end-
giiltige Wasserharte im Reagenzglas unter 375 mg/1 bezogen auf Calciumcarbonat (CaCO3).

5.2.2.7 Belastungssubstanzen

5.2.2.7.1 Allgemeines

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

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

5.2.2.7.2 Magermilch

Eine Losung von 20 g Milchpulver, die garantiert frei von Antibiotika und Zusatzstoffen ist, wird in 1 000 ml
Wasser (5.2.2.2) hergestellt.

Diese wird fiir 30 min bei 1053 °C (oder fiir 5 min bei 12133 °C) erhitzt.

Die Endkonzentration im Priifverfahren (5.5) betragt 10 g/1 Milchpulver.

5.2.2.7.3 Rinderserumalbuminlésung

0,6 g Rinderserumalbumin FraktionV (geeignet fiir mikrobiologische Zwecke) werden in einem
100 ml-Messkolben in 90 ml Wasser (5.2.2.2) gelost. Der Kolben wird mit Wasser (5.2.2.2) bis zur
Marke aufgefiillt.

Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltration (5.3.2.7). Die Losung wird im Kiihlschrank (5.3.2.8) bei
(5 % 3) °C aufbewahrt und innerhalb von einem Monat verwendet.

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

5.2.3 Priifoberfliche

5.2.3.1 Kiinstliche Haut

Die Handhabung der Haut erfolgt mit sterilen Pinzetten/Geratschaften. Fiir jede Priifung werden acht Stiicke

verwendet: 3 fiir die Priifverdiinnungen, 1 fiir den Kontrollversuch mlt Wasser, 1 fiir den Kontrollversuch B,
2 fir den Kontrollversuch C (1 beimpft und 1 nicht beimpft) und 1 zur Uberpriifung der Sterilitat.
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Mit einem Schreibstift und Lineal werden auf der Auf3enseite der verschlossenen Hautpackung acht Quadrate
von (2 x2)cm (je Priifung) angezeichnet. Das Schneiden erfolgt mit einer sterilen Schere und die Stiicke
werden vor der Verwendung fiir 16 h bis 24 h rehydriert (entsprechend den vom Lieferanten bereitgestellten
Anweisungen). Sobald mit der Priifung gestartet werden kann, wird jedes Stiick in ein steriles Weithalsgefaf3
mit aufgesetztem Deckel gegeben.

ANMERKUNG  Es wurden zwei Arten kiinstlicher Haut in einem Ringversuch beurteilt, ohne einen wesentlichen Leis-
tungsunterschied festzustellen. Eine der beiden gepriiften Arten, VITRO-SKIN ®?, ist im Handel erhaltlich. Andere Arten
kiinstlicher Haut kdnnen verfligbar und angewendet werden, wenn nachgewiesen wird, dass sie zu vergleichbaren Ergeb-
nissen wie die in diesem Dokument angefiihrte Art fiihren.

5.3 Gerite und Glasgerite

5.3.1 Allgemeines

Mit Ausnahme von steril gelieferten werden alle Glasgerate und alle Gerateteile, die mit den Kulturmedien und
den Reagenzien oder der Probe in Berithrung kommen, nach einem der folgenden Verfahren sterilisiert:

a) durch feuchte Hitze in einem Autoklaven [5.3.2.1a)];

b) durch trockene Hitze in einem HeifSluftschrank [5.3.2.1 b)].

5.3.2 Ubliche mikrobiologische Ausriistung?, insbesondere folgende Geriite
5.3.2.1 Gerite zur Sterilisation (trockene und feuchte Hitze):

a) zur Dampfsterilisation ein Autoklav, der fiir eine Mindesthaltezeit von 15 min bei (12133) °C gehalten wer-
den kann;

b) zur Sterilisation durch trockene Hitze ein Heifdluftsterilisator, der fiir eine Mindesthaltezeit von 30 min bei
(18033) °C, fiir eine Mindesthaltezeit von 1 h bei (170§°) °C oder fiir eine Mindesthaltezeit von 2 h bei

(16035) °C gehalten werden kann.
5.3.2.2 Wasserbad, einstellbar auf (20+ 1) °C, (30+ 1) °Cund (45 + 1) °C.
5.3.2.3 Brutschrank, einstellbar auf (30 + 1) °C, (36 + 1) °C oder (37 + 1) °C.
5.3.2.4 pH-Messgerdt, mit einer Kalibrierungenauigkeit von nicht mehr als *0,1 pH-Einheiten bei
(20 £1)°C. Firr die Messung des pH-Werts der Agarmedien sollte eine Einstichelektrode oder eine flache
Membranelektrode verwendet werden.
5.3.2.5 Stoppuhr
5.3.2.6  Schiittelgerite
a) elektromechanisches Riihrwerk, z. B. Vortex-Mischer;

b) mechanisches Schiittelgerat.

5.3.2.7 Membranfiltrationsgerat, hergestellt aus einem Material, das mit den zu filtrierenden Substanzen
vertraglich ist, ausgestattet mit einem Filterhalter mit einem Mindestvolumen von 50 ml und geeignet fiir die

1 VITRO-SKIN ® ist das Warenzeichen von IMS Inc. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung der Personen, die dieses
Dokument anwenden, und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch CEN.

2 Sterile Einweggerdte sind eine annehmbare Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten.
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Verwendung mit Filtern mit einem Durchmesser von 47 mm bis 50 mm und einer Porenweite von 0,45 um fiir
die Sterilisation von Wasser standardisierter Harte (5.2.2.6) und Rinderserumalbumin (5.2.2.7.3).

5.3.2.8 Kiihlschrank, einstellbar auf (5 + 3) °C.

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

5.3.2.10 Petrischalen, (Platten) in den Grofien 90 mm bis 100 mm.
5.3.2.11 Glasperlen (Durchmesser von 3 mm bis 4 mm).
5.3.2.12 Messkolben.

5.3.2.13 Ultraschallbad, einstellbar auf eine Betriebsfrequenz von 30kHz bis 55kHz, Hochstleistung
1000W.

5.4 Herstellung der Priifforganismussuspension und Produktpriiflosungen
5.4.1 Priiforganismussuspension (Priif- und Validierungssuspension)

5.4.1.1 Allgemeines

ANMERKUNG  Die Priif- und Validierungssuspensionen sind in diesem Dokument gleich.

Fiir jede Priifung muss eine Suspension hergestellt werden: diese wird verwendet als Bakterien-,Priifsuspen-
sion“ zur Durchfiihrung der Priifung und als , Validierungssuspension” zur Durchfiihrung der Kontrollversuche
und der Verfahrensvalidierung.

5.4.1.2 Aufbewahrung und Stammkulturen von Priiforganismen
Die Priiforganismen und deren Stammkulturen miissen nach EN 12353 hergestellt und aufbewahrt werden.
5.4.1.3 Gebrauchskultur der Priiforganismen

Um die Gebrauchskultur der Priiforganismen herzustellen, wird aus der Stammkultur durch Ausstrich auf TSA-
Schragagar oder Platten eine Subkultur angelegt und bebriitet. Nach 18 h bis 24 h wird aus der ersten Subkultur
auf die gleiche Weise eine zweite Subkultur angelegt und 18 h bis 24 h bebriitet. Aus dieser zweiten Subkul-
tur darf auf die gleiche Weise eine dritte Subkultur angelegt werden. Die zweite und (sofern angelegt) dritte
Subkultur ist (sind) die Gebrauchskultur(en).

Sofern es nicht moglich ist, die zweite Subkultur an einem bestimmten Tag anzulegen, darf eine 48 h-Subkultur
fiir das nachfolgende Anlegen von Subkulturen verwendet werden, vorausgesetzt, die Subkultur wurde wah-
rend der 48 h im Brutschrank (5.3.2.3) aufbewahrt. Unter diesen Umstanden wird eine weitere 24 h-Subkultur
hergestellt, bevor das Verfahren fortgesetzt wird.

Eine vierte Subkultur darf niemals hergestellt und verwendet werden.
5.4.1.4 Priifsuspension (,N“)

a) 10mldes Verdiinnungsmittels werden zusammen mit 5 g Glasperlen in einen 100 ml-Kolben gegeben. Von
der Gebrauchskultur werden Zellen 6senweise in das Verdiinnungsmittel iiberfiihrt. Das Suspendieren der
Zellen im Verdiinnungsmittel sollte durch Reiben der Ose an der nassen Wand des Kolbens erfolgen, um
die Zellen vor dem Eintauchen in das Verdiinnungsmittel voneinander zu trennen. Unter Verwendung eines
mechanischen Schiittelgerats wird der Kolben 3 min geschiittelt. Die Suspension wird durch Absaugen von
den Glasperlen getrennt und in ein Rohrchen tiberfiihrt.
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b) Die Anzahl der Zellen in der Suspension wird mit dem Verdiinnungsmittel auf 1,5 x 10° KBE/ml 3 bis
5,0 x 10° KBE/ml eingestellt, wobei die Anzahl der KBE/ml mit einem geeigneten Verfahren geschitzt
wird. Diese Priifsuspension wird im Wasserbad bei (20 £ 1) °C aufbewahrt und innerhalb von 2 h verwen-
det. Die Anwendung eines Spektralphotometers zur Einstellung der Zellzahl wird dringend empfohlen
(Wellenldnge etwa 620 nm - Kiivette mit 10 mm optischer Weglange). Um reproduzierbare Ergebnisse
dieser Messung zu erreichen, kann es erforderlich sein, die Priifsuspension zu verdiinnen.

ANMERKUNG  Ein Kolorimeter ist eine geeignete Alternative.

¢) Zur Auszihlung werden von der Priifsuspension mit dem Verdiinnungsmittel Verdiinnungen von 10~7 und
1078 hergestellt.

Es wird durchmischt [5.3.2.6 a)].

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

1) Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe in gesonderte Petrischalen tiberfiihrt,
und es werden 15ml bis 20 ml geschmolzener TSA (5.2.2.3) zugegeben, der auf (45 * 1) °C abgekiihlt
wurde.

2) Bei Anwendung des Ausstrichplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe - in anndhernd gleich grofie Teil-
mengen aufgeteilt - auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberflache getrockneter Platten
ausgestrichen, die TSA enthalten.

Zur Bebriitung und Auszahlung siehe 5.4.1.5.
5.4.1.5 Bebriiten und Auszihlen der Priifsuspension

Die Platten werden 20 h bis 24 h bebriitet (5.3.2.3). Alle Platten, die (aus irgendeinem Grund) nicht auszadhlbar
sind, werden verworfen. Die Platten werden ausgezdhlt, und die Gesamtanzahl der KBE wird bestimmt. Die
Platten werden fiir weitere 20 h bis 24 h bebriitet. Platten, die keine gut voneinander abgesetzten Kolonien
mehr aufweisen, diirfen nicht erneut ausgezahlt werden. Die verbleibenden Platten werden erneut ausgezahlt.
Wenn sich die Anzahl erhoht hat, wird nur die hohere Anzahl fiir die weitere Auswertung verwendet.

Fiir jede Platte wird die genaue Anzahl der Kolonien aufgezeichnet; fiir alle Koloniezahlen iiber 330 wird jedoch
»> 330" aufgezeichnet, und die Vc-Werte werden nach 5.6.2.2 bestimmt.

Die Anzahl der KBE je 1 ml in der Priifsuspension N wird berechnet (5.6.2.3).
5.4.2 Produktpriiflésung

Produktpriiflésungen miissen in Wasser standardisierter Harte (5.2.2.6) in mindestens drei unterschiedlichen
Konzentrationen hergestellt werden, um eine Konzentration im wirksamen und eine im nicht wirksamen
Bereich (5.8.2) zu erfassen. Das Produkt im Lieferzustand darf als eine der Produktpriiflosungen verwendet
werden. Losungen von gebrauchsfertigen Produkten, d.h. Produkten, die zur Anwendung nicht verdiinnt
werden, miissen mit Wasser (5.2.2.2) anstatt Wasser standardisierter Harte hergestellt werden.

Bei festen Produkten wird das Produkt im Lieferzustand aufgelost, indem mindestens 1,0 g+ 10 mg des Pro-
dukts in einen Messkolben eingewogen werden und mit Wasser standardisierter Harte (5.2.2.6) aufgefiillt wird.
Die nachfolgenden Verdiinnungen (d. h. niedrigere Konzentrationen) miissen in Messkolben (5.3.2.12) im Ver-
haltnis Volumen zu Volumen in Wasser standardisierter Harte (5.2.2.6) hergestellt werden.

3 KBE/ml =koloniebildende Einheit(en) je Milliliter. Docu ments
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Bei fliissigen Produkten miissen die Verdiinnungen des Produkts mit Wasser standardisierter Harte (5.2.2.6)
im Verhaltnis Volumen zu Volumen in Messkolben (5.3.2.12) hergestellt werden.

Die Produktpriiflésungen miissen frisch hergestellt und innerhalb von 2 h in der Priifung verwendet werden.
Sie miissen eine physikalisch homogene Zubereitung ergeben, die wahrend des gesamten Verfahrensablaufs
stabil ist.

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

Prifkonzentration wird als Massenkonzentration oder als Volumenanteil in Prozent angegeben, ebenso wer-
den Einzelheiten der Produktprobe im Lieferzustand angegeben.

5.5 Verfahren zur Beurteilung der bakteriziden Wirkung des Produkts

5.5.1 Allgemeines

5.5.1.1 Untersuchungsbedingungen

Neben der festgelegten Temperatur, Einwirkzeit, Belastungssubstanz und den festgelegten Priiforganismen

diirfen zusatzliche Untersuchungsbedingungen entsprechend der fiir das Produkt vorgesehenen praktischen

Anwendung (Abschnitt 4) ausgewahlt werden:

a) Temperatur (in °C):
Die obligatorisch zu priifende Temperatur ist in Abschnitt 4, Tabelle 1, festgelegt; die zuldassige Abweichung
fiir die Temperatur betragt +1 °C. Es ist nicht notwendig, Produkte zur Zitzendesinfektion bei anderen Tem-
peraturen zu priifen.

b) Einwirkzeitt (in min):
Die zu priifenden minimale, maximale und zusatzliche Einwirkzeiten sind in Abschnitt 4, Tabelle 1 festge-
legt; die zuldssige Abweichung fiir jede gewahlte Einwirkzeit betrdgt +10 s bei ldngeren Einwirkzeiten als
1 min und #5 s bei Einwirkzeiten bis einschliefdlich 1 min.

c) Belastungssubstanz:

Die zu priifenden Belastungssubstanzen sind in Abschnitt 4, Tabelle 1 festgelegt.

d) Priforganismen sind: Escherichia coli und Staphylococcus aureus (Abschnitt 4, Tabelle 1 und 5.2.1). Zusétz-
liche Priiforganismen diirfen gepriift werden.

5.5.1.2 Neutralisation

Zur Ermittlung eines geeigneten Neutralisationsmediums wird die Validierung des Verdiinnungs-
Neutralisations-Verfahrens (5.5.2.4 und 5.5.2.5) unter Verwendung eines geeigneten Neutralisationsmediums
durchgefiihrt, das nach der Erfahrung des Labors und/oder veroffentlichten Daten ausgewahlt wird.

Sollte dieses Neutralisationsmedium nicht valide sein, wird die Validierungspriifung mit einem alternativen
Neutralisationsmedium unter Berticksichtigung der Angaben in Anhang B wiederholt.

ANMERKUNG  Unter besonderen Umstanden, wenn es schwierig ist, eine geeignete Neutralisation zu erreichen, kann
dem TSA ein Neutralisationsmedium zugefiligt werden (5.2.2.3).

5.5.1.3 Allgemeine Anweisungen zu Verfahrensablaufen bei der Validierung und Kontrolle

Die Neutralisation muss fiir jeden der Priiforganismen und fiir jede Untersuchungsbedingung (Belastungssub-
stanz, Einwirkzeit) kontrolliert und validiert werden, und zwar nur bei der hochsten Produktpriifkonzentra-
tion.
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Diese Verfahren (Kontrollversuch mit Wasser, Kontrolle des Neutralisationsmediums und Verfahrensvalidie-
rung) miissen gleichzeitig mit der Priifung und mit dem gleichen, wie in der Priifung verwendeten Neutralisa-
tionsmedium durchgefiihrt werden.

Wenn dem fiir die Validierungs- und Kontrollverfahren verwendeten TSA ein Neutralisationsmedium zugefiigt
wurde (5.5.1.2), muss der in der Priifung verwendete TSA ebenfalls die gleiche Menge dieses Neutralisations-
mediums enthalten.

5.5.1.4 Temperaturangleichung

Vor der Priifung werden alle Reagenzien [Produktpriiflosungen (5.4.2) und Wasser standardisierter Harte
(5.2.2.6)] im auf (30 £ 1) °C eingestellten Wasserbad (5.3.2.2) und/oder Brutschrank (5.3.2.3) auf die Priiftem-
peratur von (30 + 1) °C [5.5.1.1 a)] eingestellt. Die Stabilisierung der Temperatur der Reagenzien auf (30 + 1)
°C wird tiberpriift.

Das Neutralisationsmedium (5.2.2.5) und das Verdiinnungsmittel (5.2.2.4) miissen an die Temperatur von
(20 +1) °C angeglichen werden.

5.5.2 Priifverfahren

5.5.2.1 Allgemeines

Das Priif- sowie die Kontroll- und Validierungsverfahren miissen zeitgleich durchgefiihrt werden.
5.5.2.2 Priifung,Na“ - Bestimmung der bakteriziden Konzentrationen

5.5.2.2.1 Beimpfung und Konditionierung der Priifoberfliche

Zur Herstellung des Inokulums werden 2,0 ml der Belastungssubstanz (5.2.2.7) in ein Gefaf3 pipettiert. Nach
Zugabe von 2,0 ml Priifsuspension wird durch Schiitteln oder mittels elektromechanischem Rithrwerk durch-
mischt und das Gefaf3 in den Brutschrank bei (30 + 1) °C gestellt.

Nach 2 min wird ein Tropfen (0,05 ml) des Inokulums auf eine Priifoberflache (5.2.3.1) gegeben, ohne den Trop-
fen zu verteilen. Die beimpfte Haut wird im offenen Gefaf3 fiir 15 min bei (30 * 1) °C belassen, bevor das nach-
folgende Verfahren durchgefiihrt wird. Der Inokulum-Tropfen wird nach 15 min nicht getrocknet sein; diese
Zeitspanne stellt eine Konditionierungsdauer dar, die dem Inokulum das Festsetzen auf der Haut erlaubt.

Dies wird in Intervallen mit weiteren 5 Hautstiicken wiederholt (6 Stiicke je Priifung).
5.5.2.2.2 Priifverfahren

a) Eswerden vorsichtig 10 ml der Produktpriiflosung iiber eine beimpfte und konditionierte Priifoberflache
in einer Weithalsflasche gegossen, die Stoppuhr wird gestartet und es wird sichergestellt, dass die gesamte
Oberflache bedeckt ist; dann wird nach 30 s die Priifoberflache herausgehoben und tiberschiissiges Pro-
dukt zuriick in die Flasche ablaufen gelassen. Die desinfizierte Oberflache wird in ein steriles Gefaf3 gelegt
und fiir die verbleibende Einwirkzeit ¢t (sofern zutreffend) in einen Brutschrank bei (30 + 1) °C gestellt.

Nach Ablauf der Einwirkzeit wird die behandelte Priifoberflache in 10 ml Neutralisationsmedium ange-
ordnet, wobei darauf zu achten ist, dass die Priifoberflache untergetaucht ist. Es wird fiir 15 s durchmischt
und das Gefafs anschliefdend in ein Ultraschallbad mit Eiswasser gestellt, um die Temperatur bei (2 £ 2) °C
zu halten. Das Gefafd wird fiir 5 min + 10 s mit Ultraschall behandelt.

b) Vom neutralisierten Gemisch werden mit dem Verdiinnungsmittel Zehnfachverdiinnungen bis 1073 (vor

dem Melken) oder bis 1072 (nach dem Melken) hergestellt. Von jeder Verdiinnung wird eine Probe von je
1,0 ml als Doppelbestimmung entnommen und im Gussplatten- oder Ausstrichplattenverfahren abgeimpft.
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Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe in gesonderte Petrischalen tiberfiihrt,
und es werden 15 ml bis 20 ml geschmolzener TSA (5.2.2.3) zugegeben, der auf (45 + 1) °C abgekiihlt
wurde.

Bei Anwendung des Ausstrichplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe - in anndhernd gleich grofde Teil-
mengen aufgeteilt - auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberflache getrockneter Platten
ausgestrichen, die TSA enthalten.

c) Nach dem Eintauchschritt in 5.5.2.2.2 a) wird 1,0 ml des eingesetzten Desinfektionsmittels (NUd) in der
Flasche entnommen, 9 ml Neutralisationsmedium (fiir Berechnungszwecke als Ny bezeichnet) werden
zugegeben und alles wird in ein auf (20 + 1) °C geregeltes Wasserbad gestellt. Nach einer Neutralisati-
onszeit von (10 1) s werden mit dem Verdiinnungsmittel Zehnfachverdiinnungen bis 1073 (vor dem
Melken) oder bis 1072 (nach dem Melken) hergestellt. Von jeder Verdiinnung wird eine Probe von je 1,0
ml als Doppelbestimmung entnommen und im Gussplatten- oder Ausstrichplattenverfahren abgeimpft.

Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe in gesonderte Petrischalen tiberfiihrt,
und es werden 15ml bis 20 ml geschmolzener TSA (5.2.2.3) zugegeben, der auf (45 +1)°C abgekiihlt
wurde.

Bei Anwendung des Ausstrichplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe - in anndhernd gleich grofie Teil-
mengen aufgeteilt - auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberfldache getrockneter Platten
ausgestrichen, die TSA enthalten.

Dies wird fiir die anderen beiden Produktpriiflosungen wiederholt.
5.5.2.3 Kontrollversuch mit Wasser ,Nw*

Fiir den Kontrollversuch mit Wasser (Nw) wird die Produktpriifverdiinnung in 5.5.2.2.2 a) durch steriles Was-
ser standardisierter Harte (5.2.2.6) (oder Wasser bei gebrauchsfertigen Produkten) ersetzt. Vom neutralisier-
ten Gemisch wird mit dem Verdiinnungsmittel eine Reihe von Zehnfachverdiinnungen bis 10~ hergestellt. Von
jeder der 10~ und 10‘5-Verdﬁnnungen wird eine Probe von je 1,0 ml als Doppelbestimmung entnommen und
im Gussplatten- oder Ausstrichplattenverfahren abgeimpft.

Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe in gesonderte Petrischalen {iberfiihrt, und
es werden 15 ml bis 20 ml geschmolzener TSA (5.2.2.3) zugegeben, der auf (45 + 1) °C abgekiihlt wurde.

Bei Anwendung des Ausstrichplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe - in anndhernd gleich grof3e Teilmen-
gen aufgeteilt - auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberflache getrockneter Platten ausge-
strichen, die TSA enthalten.

Vom gebrauchten Wasser (NUw) in der Flasche wird 1,0 ml entnommen und zu 9 ml des Neutralisationsme-
diums (validiert nach 5.5.1.2) gegeben, worauf mit dem Verdiinnungsmittel Zehnfachverdiinnungen bis 107>
hergestellt werden. Von jeder der 10~* und 10~>-Verdiinnungen wird eine Probe von je 1,0 ml als Doppelbe-
stimmung entnommen und im Gussplatten- oder Ausstrichplattenverfahren abgeimpft.

Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe in gesonderte Petrischalen {iberfiihrt, und
es werden 15 ml bis 20 ml geschmolzener TSA (5.2.2.3) zugegeben, der auf (45 * 1) °C abgekiihlt wurde.

Bei Anwendung des Ausstrichplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe - in anndhernd gleich grofde Teilmen-
gen aufgeteilt - auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberfldche getrockneter Platten ausge-
strichen, die TSA enthalten.

5.5.2.4 Kontrolle des Neutralisationsmediums ,B“ - Verifizierung des Nichtvorliegens einer Toxizitit
des Neutralisationsmediums

Die Vorgehensweise bei der Verifizierung des Nichtvorliegens einer Toxizitiat des Neutralisationsmediums ist
wie folgt:
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a) Inein Gefaf}, das eine beimpfte und konditionierte Priifoberflache enthalt, werden 10 ml Neutralisations-
medium hinzugefiigt. Es wird durchmischt und das Gefafd wird in ein Ultraschallbad mit Eiswasser gestellt,
um die Temperatur bei (2 = 2) °C zu halten, und es wird fiir 5 min + 10 s mit Ultraschall behandelt.

b) Nach Ablauf dieser Zeit wird von diesem Gemisch ,B“ mit 9,0 ml Verdiinnungsmittel eine Reihe von Zehn-
fachverdiinnungen bis 10> hergestellt. Von jeder der 10~% und 10~°-Verdiinnungen wird eine Probe von je
1,0 ml als Doppelbestimmung entnommen und im Gussplatten- oder Ausstrichplattenverfahren abgeimpft.

Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe in gesonderte Petrischalen tliberfiihrt, und
es werden 15 ml bis 20 ml geschmolzener TSA (5.2.2.3) zugegeben, der auf (45 + 1) °C abgektihlt wurde.

Bei Anwendung des Ausstrichplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe - in anndhernd gleich grof3e Teilmen-
gen aufgeteilt - auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberflache getrockneter Platten ausge-
strichen, die TSA enthalten.

5.5.2.5 Verfahrensvalidierung,C“
Die Vorgehensweise bei der Validierung des Verdiinnungs-Neutralisations-Verfahrens ist wie folgt:

a) Eineunbeimpfte Oberflache wird fiir 30 s in 10 ml der bei der Priifung verwendeten Produktlésung mit der
héchsten Konzentration getaucht, anschliefdend wird sie entnommen, iiberschiissiges Produkt ablaufen
gelassen und die desinfizierte Oberfliche wird in einem sterilen Weithalsgefafd mit aufgesetztem Deckel
fiir die verbleibende, sofern zutreffend, Einwirkzeit ¢t in einen temperaturgeregelten Schrank bei (30 £ 1) °C
gestellt.

Nach Ablauf der Einwirkzeit wird die Priifoberfliche in 10 ml Neutralisationsmedium angeordnet. Es
wird durchmischt und das Gefafd wird in ein Ultraschallbad mit Eiswasser gestellt, um die Temperatur bei
(2 £2)°C zu halten, und es wird fiir 5 min + 10 s mit Ultraschall behandelt.

b) Nach 5 min wird das die Oberflache enthaltende Neutralisationsmedium in ein anderes Weithalsgefaf3, das
die beimpfte und konditionierte Priifoberflache enthalt, gegeben. Es wird durchmischt und das Gefafd wird
in ein Ultraschallbad mit Eis gestellt, um die Temperatur bei (2 + 2) °C zu halten, und es wird fiir weitere
5 min # 10 s mit Ultraschall behandelt.

c) Nach Ablauf dieser Zeit wird vom Gemisch mit Verdiinnungsmittel eine Reihe von Zehnfachverdiinnungen
bis 107> hergestellt. Von jeder der 10™* und 10™°-Verdiinnungen wird eine Probe von je 1,0 ml als Doppel-
bestimmung entnommen und im Gussplatten- oder Ausstrichplattenverfahren abgeimpft.

Bei Anwendung des Gussplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe in gesonderte Petrischalen tiberfiihrt,
und es werden 15 ml bis 20 ml geschmolzener TSA (5.2.2.3) zugegeben, der auf (45 + 1) °C abgekiihlt
wurde.
Bei Anwendung des Ausstrichplattenverfahrens wird jede 1,0 ml-Probe - in anndhernd gleich grofie Teil-
mengen aufgeteilt - auf einer geeigneten Anzahl (mindestens zwei) an der Oberflache getrockneter Platten
ausgestrichen, die TSA enthalten.

5.6 Versuchsdaten und Berechnung

5.6.1 Erlauterung von Begriffen und Abkiirzungen

5.6.1.1 Uberblick iiber die verschiedenen Suspensionen und Priifgemische

N stellt die Priifsuspension und die Validierungssuspension dar, Na ist das bakterizide Priifgemisch, Nw ist das

Priifgemisch beim Kontrollversuch mit Wasser und B (Kontrolle des Neutralisationsmediums) und C (Verfah-
rensvalidierung) sind die verschiedenen Kontrollpriifgemische.
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