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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17430:2022) wurde vom Technischen Komitee CEN/TC 216 ,,Chemische Desinfekti-
onsmittel und Antiseptika“ erarbeitet, dessen Sekretariat von AFNOR (Frankreich) gehalten wird.

Das zustandige deutsche Normungsgremium ist der Arbeitsausschuss NA 063-04-07 AA ,,Chemische Desinfek-
tionsmittel und Antiseptika in der Humanmedizin“ im DIN-Normenausschuss Medizin (NAMed).

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.
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Europaisches Vorwort

Dieses Dokument (prEN 17430:2021) 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.
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1 Anwendungsbereich

Dieses Dokument legt ein Priifverfahren fest, das praktische Bedingungen simuliert um festzustellen, ob ein
Produkt fiir die hygienische Handedesinfektion die Abgabe der auf den Handen befindlichen Virenkontami-
nation verringert, wenn es auf den kiinstlich kontaminierten Handen von freiwilligen Probanden verrieben
wird.

ANMERKUNG1 Eswird darauf hingewiesen, dass Versuche mit menschlichen Probanden in bestimmten europaischen
Landern/Regionen gesetzlichen Bestimmungen unterliegen.

Dieses Dokument gilt fiir Produkte zur hygienischen Handedesinfektion, die in Bereichen und unter Bedingun-
gen angewendet werden, wo eine Desinfektion aus medizinischen Griinden angezeigt ist. Indikationen dieser
Artliegen z. B. bei der Patientenbetreuung in

— Krankenhdusern, kommunalen medizinischen Einrichtungen und im Dentalbereich,

— medizinischen Einrichtungen in Schulen, Kindergarten und Heimen

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

EN 14885 legt im Einzelnen die Beziehungen der verschiedenen Priifungen untereinander und zu den ,,Anwen-
dungsempfehlungen” fest.

ANMERKUNG 2  Das 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 (einschliefilich aller Anderungen).

EN 12353, Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika — Aufbewahrung von Testorganismen fiir die
Priifung der bakteriziden (einschliefSlich Legionella), mykobakteriziden, sporiziden, fungiziden und viruziden
(einschliefllich 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 EN 14885.

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

— IEC Electropedia: verfiigbar unter http://www.electropedia.org/

— ISO Online Browsing Platform: verfiigbar unter http://www.iso.org/obp

4 Anforderungen

Bei der Priifung nach Abschnitt 5 darf mit dem zu priifenden Produkt fiir die hygienische Hindedesinfektion die
mittlere Verringerung (Reduktion) des Priifkeims murines Norovirus Stamm S99 Berlin jedenfalls nicht unter
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der mit einem festgelegten Mittel fiir die hygienische Handedesinfektion erreichten liegen (ein Volumenanteil
von 70 % konzentrierten Ethanols).

Tabelle 1 — Mindest- und zusitzliche Priifbedingungen

Hygenische Hindedesinfection

Priifvirus Virzuzide Wirkung?
murines Norovirus
Begrenzt viruzid PLUSP
murines Norovirus
Priiftemperatur Raumtemperatur von 21,5°C + 3,5 °C
Einwirkzeit nach den Empfehlungen des Herstellers, aber zwischen 30 sund 120 s
zusatzliche Bedingungen Weitere Einwirkzeit(en)

a  Um die viruzide Wirkung auszuloben muss das Produkt EN 14476 mit Poliovirus, Adenovirus und murinem Norovirus und
EN 16777 mit Adenovirus und murinem Norovirus bestanden haben.

Um begrenzt viruzid PLUS auszuloben muss das Produkt EN 14476 mit Adenovirus und murinem Norovirus bestanden haben.

5 Priifverfahren
5.1 Kurzbeschreibung

Die Hande von Probanden werden kiinstlich mit Priiforganismen kontaminiert. Die Anzahl der von den Finger-
kuppen in eine Probenahmefliissigkeit abgegebenen Priifkeime wird vor und nach hygienischer Hindedesin-
fektion ermittelt. Das Verhaltnis der beiden sich ergebenden Werte (Virustiter) stellt ein Maf3 fiir die antimi-
krobielle Wirksamkeit des gepriiften Produktes dar. Die erforderliche Genauigkeit wird durch eine Versuchs-
wiederholung an 18 bis 22 Probanden erreicht. Um dufiere Einfliisse zu kompensieren, erfolgt ein Vergleich mit
der Reduktion, die in einer mit denselben Probanden, am selben Tag und unter vergleichbaren Umgebungsbe-
dingungen durchgefiihrten Referenz-Handedesinfektion erhalten worden ist.

5.2 Materialien und Reagenzien

5.2.1 Priifkeim

Murines Novovirus, Stamm S99 Berlinl

Dieser Priifkeim wurde speziell ausgewahlt, um den Anforderungen von Leitfaden zum Gesundheitsschutz und
zur Sicherheit sowie von Ethikkommissionen Rechnung zu tragen. Nach der deutschen Biostoffverordnung
(BiostoffV)/TRBA 462 wird das murine Norovirus in der Risikogruppe 1 eingestuft.

5.2.2 Kulturmedien und Reagenzien

5.2.2.1 Allgemeines

Alle Gewichtsangaben von chemischen Substanzen in diesem Dokument beziehen sich auf wasserfreie Salze.

Hydratisierte Formen diirfen als Alternative verwendet werden, aber die erforderlichen Massen miissen ange-
passt werden, um daraus folgende Differenzen in den relativen Molekiilmassen zu berticksichtigen.

1 Das murine Norovirus ist erhéltlich beim Friedrich-Loeffler-Institut Bundesforschungsinstitut fiir Tiergesundheit,
Hauptsitz Insel Riems Siidufer 10, 17493 Greifswald-Insel Riems (Tel.: +49 38351 7-0, Fax: +49 38351 7-121. http:
//www.fli.de/. Diese Angabe dient nur zur Unterrichtung des Anwenders dieses Dokuments und bedeutet keine Aner-

kennung des genannten Produkts durch CEN. Docu ments
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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 Reprodu-
zierbarkeit wird empfohlen, dass zur Herstellung von Kulturmedien handelsiibliche wasserfreie Materialien
verwendet werden. Die Anweisungen des Herstellers zur Verarbeitung dieser Erzeugnisse sollten strengstens
befolgt werden. Fiir jedes Kulturmedium und Reagens sollte ein Endverbrauchsdatum festgelegt werden.

5.2.2.2 Wasser
Das Wasser muss frisch in einer Glasapparatur destilliertes und darf kein entmineralisiertes Wasser sein. Falls
kein destilliertes Wasser geeigneter Qualitat zur Verfligung steht, darf Wasser fiir Injektionszwecke (siehe Lite-

raturhinweis [3]) verwendet werden.

Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven [5.3.2.1a)]. Eine Sterilisation ist nicht erforderlich, wenn das Wasser
z. B. fiir die Herstellung von Kulturmedien verwendet und anschlief3end sterilisiert wird.

Wird das Wasser wahrend der Sterilisation der Reagenzien sterilisiert, ist dies nicht erforderlich.

5.2.2.3 Phosphatgepufferte-Kochsalzlésung (PBS)

Natriumchlorid (NaCl) 8,00¢g
Kaliumchlorid (KCI) 0,20g
Dinatriumhydrogenphosphat, 12fach verdiinnt (Nap;HPO4 x 12H,0) 2,89¢g
Kaliumphosphat, monobasisch (KH;PO4) 0,20g
Wasser (5.2.2.2) auf 1 000,0 ml;

5.2.2.4 Neutralrot (1:1000-Lésung) oder Kristallviolettlésung
Die Stammlosung wird aus 0,1 mg/ml Neutralrot (z. B. Sigma N70052) in Wasser (5.2.2.2) hergestellt.
Es wird 0,1 % Kristallviolett in 20 % Ethanol hergestellt.

Anschliefsend wird diese durch einen Filter mit der Porengrofie 0,40 pm gefiltert und bei 4 °C im Dunkeln gela-
gert.

5.2.2.5 Fotales Kalberserum (FCS)

Das FCS muss zertifiziert frei von Viren und Mykoplasmen sein. Uberfliissige Viren und Mykoplasmen kénnen
das Zell- und Virenwachstum beeinflussen und zu falschen Ergebnissen fiihren.

Flir RAW 264.7 Zellen ist ein spezielles FCS aufgrund der hohen Zellempfindlichkeit gegeniiber Endotoxinen
zu verwenden.

5.2.2.6 Trichloressigsaure (10%ige-Losung) (TCA)

10 g der TCA-Kristalle werden mit 80 ml Wasser (5.2.2.2) verdiinnt, dann wird das Volumen auf 100 ml mit
Wasser aufgefiillt. Durch Umriihren wird die Losung vervollstdndigt.

5.2.2.7 Wasser standardisierter Hirte

Die Vorgehensweise bei der Herstellung von 11 Wasser standardisierter Harte ist wie folgt:

2 SigmaN7005 ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Information dient lediglich zur Unter-
richtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Progdykts durch CEN.
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— Herstellung von Lésung A: 19,84 g Magnesiumchlorid (MgCl,) und 46,24 g Calciumchlorid (CaCl,) werden
in Wasser (5.2.2.2) gelost und auf 1000 ml aufgefiillt. Die Sterilisation erfolgt durch Membranfiltra-
tion (5.3.2.13) oder im Autoklaven [5.3.2.1a)]. Sofern das Autoklavieren angewendet wird, kann dies
zu einem Fliissigkeitsverlust fithren. In diesem Fall wird unter aseptischen Bedingungen auf 1 000 ml
mit Wasser (5.2.2.2) aufgefiillt. Die Losung darf im Kiihlschrank (5.3.2.17) nicht ldnger als einen Monat
gelagert werden;

— Herstellung von Losung 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 (5.3.2.13). Die Lésung darf
im Kiihlschrank (5.3.2.17) nicht langer als eine Woche gelagert werden;

— In einen 1000-ml-Messkolben (5.3.2.10) werden 600 ml bis 700 ml Wasser (5.2.2.2) gegeben, dazu
gegeben werden 6,0 ml (5.3.2.9) Losung A und danach 8,0 ml Losung B. Nach Durchmischen wird mit
Wasser (5.2.2.2) auf 1 000 ml aufgefiillt. Der pH-Wert (5.3.2.4) des Wassers standardisierter Harte muss
7,0+0,2 betragen. Falls erforderlich, wird der pH-Wert mittels einer Losung von etwa 40g/l (etwa
1 mol/1) Natriumhydroxid (NaOH) oder etwa 36,5 g/l (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 Produktpriiflésungen (5.6.3) fiihrt die Zugabe des Produktes zum Wasser standardi-
sierter Harte in jedem Reagenzglas zu einer unterschiedlichen endgtiltigen Wasserhérte. In jedem Fall liegt die endgiiltige
Wasserharte, angegeben als Calciumcarbonat (CaCO3), im Reagenzglas unter 375 mg/1.

5.2.2.8 Wachstums- und Erhaltungsmedien

Es muss Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) oder ein gleichwertiges Medium verwendet werden,
erganzt mit einer geeigneten Konzentration von hitzeinaktiviertem (z. B. 30 min bei 56 °C) und mykoplasmaf-
reiem fetalem Kdlberserum (FCS) (5.2.2.5), Antibiotika und weiteren Wachstumsfaktoren je nach Erfordernis.

Weitere Zusatze wie Glukose, Glutamin und Natriumpyruvat miissen im Priifbericht angegeben werden.

a) Ein Wachstumsmedium fiir die Zellvermehrung wird mit 10 % FCS (5.2.2.5) ergdnzt. Es werden 10 Teile FCS
zu 90 Teilen DMEM gegeben.

b) Ein Erhaltungsmedium, um den Zellstoffwechsel ohne Stimulation des Zellwachstums aufrechtzuerhalten,
wird mit 2 % FCS ergénzt. Es werden 2 Teile FCS (5.2.2.5) zu 98 Teilen DMEM gegeben.

Andere Medien diirfen verwendet werden, wenn sie fiir die bestimmte Zelllinie geeignet sind.
Siehe auch Literaturhinweis [5]. Siehe EN 12353 fiir eine detaillierte Beschreibung.
ANMERKUNG  Materialien und Reagenzien fiir eine Zellkultur kénnen von Lieferfirmen fiir Biologika erworben werden.

5.2.2.9 Verdiinnte Kaliseife

Leinol 50 Masseteile
Kaliumhydroxid [3] 9,5 Masseteile
Ethanol (mindestens 95 %ig) [3] 7 Masseteile
Heifdes destilliertes Wasser (75°C+ 5 °C) nach Bedarf

Es wird eine Losung aus 9,5 Teilen Kaliumhydroxid in 15 Teilen Wasser (5.2.2.2) hergestellt, zu der 50 Teile
Leinol zugegeben werden. Der Ansatz wird unter standigem Riithren auf etwa 70 °C erwarmt. Nach Zusatz des
Ethanols wird das Erwarmen unter Rithren fortgesetzt, bis der Verseifungsprozess beendet ist und sich eine
Probe in Wasser klar und in Ethanol fast klar 16st. Die Masse der Kaliseife wird anschlief3end durch Zusatz
von auf 75°C+5 °C erwdrmtem Wasser (5.2.2.2) zum Verdiinnen der Kaliseife auf 100 Teile gebracht. 200 g
der Kaliseife werden entnommen, mit Wasser (5.2.2.2) auf 1 000 g aufgefiillt und im Autoklaven [5.3.2.1 a)]
sterilisiert. Der pH-Wert der Endverdiinnung der Kaliseife muss zwischen 10,0 und 11,0 liegen.
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Zur Qualitatskontrolle der Kaliseife siehe Anhang C.

5.2.2.10 Ethanol als Referenz-Handedesinfektion [Volumenanteil von 70 % bei 21,5 °C + 3,5 °C]

547,2 g Ethanol werden mit einer Reinheit von einem Mindestvolumenanteil von 99,5 % (gaschromato-
graphisch bestimmt; Dichte 0,790) in einen mit einem Glasstopfen ausgestatteten 1 000-ml-Kolben auf einer
Wagebriicke (Fehlergrenze 0,1 g) gefiillt. 322,7 g Wasser (5.2.2.2) werden zugegeben. Der Kolben wird mit
dem passenden Glasstopfen verschlossen und der Kolbeninhalt griindlich geschiittelt. Wahrend des Mischens
erwarmt sich die Losung auf etwa 30° C. Nach dem Abkiihlen auf 21,5 °C + 3,5 °C ergibt sich ein Volumen von
etwa 980 ml.

ANMERKUNG  Die Losung kann, sofern lichtgeschiitzt, unbegrenzt bei Raumtemperatur aufbewahrt werden, dazu ist
der Kolben wird mit einem eingeschliffenen Glasstopfen zu verschliefden, um jegliche Verdunstung zu vermeiden..

5.3 Apparate und Glasgerate
5.3.1 Allgemeines

Mit Ausnahme steril gelieferter sind alle Glasgerate und alle Geréateteile, die mit den Kulturmedien und Reagen-
zien oder der Probe in Berlihrung kommen, nach einem der folgenden Verfahren zu sterilisieren:

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

b) durch trockene Hitze im Heifdluft-Sterilisator [5.3.2.1 b)].

5.3.2 Ubliche mikrobiologische Laborausriistung® und insbesondere folgende Ger:ite:
5.3.2.1 Gerdate zur Sterilisation (feuchte und trockene Hitze)

a) zur Dampfsterilisation ein Autoklav, der fiir eine Mindesthaltezeit von 15 min bei (1213’3) °C gehalten wer-
den kann;

b) zur Sterilisation durch trockene Hitze ein Heiflluftsterilisator, der fiir eine Mindesthaltezeit von 30 min
bei (1800+5) °C, fiir eine Mindesthaltezeit von 1 h bei (1700+5) °C oder fiir eine Mindesthaltezeit von 2 h bei

(1603’5) °C gehalten werden kann.
5.3.2.2 Wasserbdder, einstellbar auf 21,5°C + 3,5 °C.
5.3.2.3 Umkehr-Mikroskop fiir die mikroskopische Untersuchung von Zellkulturen.
5.3.2.4 pH-Messgerit, mit einer Kalibrierungenauigkeit von 0,1 pH-Einheiten bei 21,5 °C + 3,5 °C.
5.3.2.5 Stoppuhr.
5.3.2.6 Tiefkiihlschrank (-20 °C und -70 °C oder weniger).
5.3.2.7 Elektromechanisches Rithrwerk, z. B. Vortex®-Mischer?.

5.3.2.8 Behailter: sterile Priifrohrchen, Kulturflaschen oder Glaskolben mit geeignetem Volumen.

Sterile Einweggeréte sind eine annehmbare Alternative zu wiederverwendbaren Glasgeraten.

4 Der Vortex®-Mischer ist ein Beispiel fiir ein geeignetes handelsiibliches Produkt. Diese Information dient lediglich
zur Unterrichtung der Anwender dieses Dokuments und bedeutet keine Anerkennung des genannten Produkts durch
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5.3.2.9 Messpipetten mit Nennvolumina von 10 ml, 1 ml und 0,1 ml. Kalibrierte automatische Pipetten mit
Einweg-Spitzen diirfen verwendet werden.

5.3.2.10 Messkolben, kalibriert bei 21,5 °C + 3,5 °C.

5.3.2.11 Sterile Mikrotiterplatten, mit sechs oder acht Vertiefungen fiir Zellkulturen.

5.3.2.12 Kolben fiir die Zellkulturen.

5.3.2.13 Membranfiltrationsgerit fiir die Filtration von Medien mit einer Porenweite von 0,2 pm.

5.3.2.14 CO3-Brutschrank (95 % Luft, 5 % CO5), einstellbar auf entweder 36 °C 1 °C oder 37 °C + 1 °C fiir
die Bebriitung von Zellkulturen.

5.3.2.15 Biologische Sicherheitswerkbank, Klasse II.

5.3.2.16  Zentrifuge (400 gy bis 1 000 gy).

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

5.4 Herstellung der Priifkeimsuspensionen und der Produktpriiflésungen

5.4.1 Viruspriifsuspension (Priifkeimsuspensionen, Kontaminationsfliissigkeit)

Die Priiforganismen und deren Stammkulturen miissen nach EN 12353 hergestellt und aufbewahrt werden.
Die Virus-Stammsuspension wird in einer geeigneten Zelllinie, die hohe Titer von infektidsen Viren erzeugt,
vermehrt. Die Zelltrimmer miissen danach durch Zentrifugieren (5.3.2.16) (400 gy flir 15 min) abgetrennt
werden. Dieses Praparat wird als ,Viruspriifsuspension” bezeichnet.

Die Virussuspension sollte einen Mindesttiter von 108 TCIDsy/ml- bestimmt durch einen Quantalver-
such (5.6.1) oder durch einen Plaqueversuch (5.6.2) — aufweisen. In jedem Fall muss er hoch genug sein, damit

mindestens 10* TCIDsy/ml von den Handen gewonnen werden kénnen.

In besonderen Fallen darf die Viruspriifsuspension durch geeignete Verfahren (z. B. Ultrazentrifugieren) kon-
zentriert werden.

Die Viruspriifsuspension wird in kleinen Mengen und bei Temperaturen unter -70 °C oder vorzugsweise
bei-196 °C unter Stickstoff aufbewahrt. Aus Sicherheitsgriinden und - in einigen Fallen - zur Begrenzung
einer moglichen Genmutation sind nur 10 Passagen aus dem urspriinglichen Aussaatvirus (z. B. Virus aus der
Kulturensammlung) zulassig.

Fiir das Priifverfahren (5.7) wird die Viruspriifsuspension unverdiinnt verwendet.

Der Titer der Virussuspension wird wie beschrieben bestimmt (siehe 6.2 und 6.3).

5.4.2 Zelllinien

Das murine Norovirus wird in RAW 264.7-Zellen (ATCC TIB-71) oder anderen Zelllinien mit einer geeigneten
Sensibilitdt vermehrt.

5.5 Zellkulturvorbereitung zur Priifung auf viruzide Wirkung
Die als Suspension in Quantalversuchen verwendeten Zellen miissen den Verdiinnungen des Priifgemischs in

einer solchen Dichte hinzugefiigt werden, dass die Bildung einer einschichtigen Zelllage (Monolayer) in der
Zellkontrollprobe mindestens innerhalb von zwei Tagen moglich ist (siehe 5.6.1.1).
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Einschicht-Zellkulturen miissen vor der Beimpfung zu > 90 % zusammengewachsen (konfluierend) sein. Zell-
linien und Kulturmedien werden in Ubereinstimmung mit dem Priifvirus (siehe 5.2.1) ausgewihlt.

5.6 Infektiosititstest
5.6.1 Quantalversuche (Endpunkttitration)
5.6.1.1 Virustitration auf Zellen in Suspension

Die Viruspriifsuspension (5.4.1) wird in zehnfachen Verdiinnungsschritten verdiinnt, wobei jeweils 0,5 ml oder
0,1 ml Viruspriifsuspension zu einer angemessenen Menge Erhaltungsmedium (siehe 5.2.2.8) gegeben werden.
Nach jeder Verdiinnung muss die Pipette gewechselt werden.

0,1 ml jeder Verdiinnung wird, beginnend mit der hochsten Verdiinnung, in sechs oder acht Vertiefungen
(Wells) einer Mikrotiterplatte (5.3.2.11) iibertragen. 0,1 ml einer Zellkultursuspension wird in einer solchen
Dichte hinzugefiigt, dass die Bildung einer einschichtigen Zelllage mindestens innerhalb von 2 Tagen in der
Zellkontrollprobe moglich ist. In die letzte Reihe von sechs oder acht Vertiefungen (5.3.2.11) darf keine
Viruspriifsuspension gegeben werden, sie dient als Zellkontrollprobe.

Die zytopathologische Wirkung (CPE) des Virus wird nach der geeigneten Bebriitungszeit entsprechend dem
Virustyp mittels eines Umkehr-Mikroskops beurteilt (siehe 5.3.2.3).

5.6.1.2 Virustitration auf einschichtigen Zelllagen

0,1 ml jeder Verdiinnung (siehe 5.6.1.1) wird in sechs bis acht Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (5.3.2.11)
libertragen, die eine konfluierende (> 90 %) einschichtige Zelllage enthalten. In die letzte Reihe von sechs oder
acht Vertiefungen wird 0,2 ml Erhaltungsmedium (siehe 5.2.2.8) gegeben, das als Zellkontrollprobe dient. Wer-
den die Zellen ohne Medium bebriitet, wird nach einer Bebriitungsdauer von 1h bei 37 °C jeder Vertiefung
0,1 ml Erhaltungsmedium zugesetzt.

Die Platten werden bei 37 °C iiber die geeignete Bebriitungszeit bebriitet. Die zytopathische Wirkung wird
mittels eines Umkehr-Mikroskops beurteilt (siehe 5.3.2.3).

5.6.2 Plaqueversuche

Vertiefungen in Untersuchungstabletts aus Kunststoff (Oberflachendurchmesser 30 mm bis 35 mm) mit kon-
fluierenden einschichtigen Zelllagen werden einmal mit phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) (5.2.2.3)
gewaschen und mitjeweils 0,2 ml der Verdiinnungsreihen der Viren in DMEM + 2 % FCS beimpft (siehe 5.2.2.8).
Je Verdiinnung werden in der Regel drei Vertiefungen verwendet. Nach einer Adsorptionsdauer von 1h bei
37°C, in der die Einschicht-Zelllagen durch Neigen der Platten alle 8 min bis 10 min feucht gehalten wer-
den, wird das Inokulum entfernt und die Zelllagen werden einmal mit PBS gewaschen. Anschliefiend werden
die Vertiefungen mit 3 ml einer Mischung aus 2 % geschmolzener Agarose oder einem anderen geeigneten
halbfesten Medium und 2fach konzentriertem DMEM mit 4 % FCS iiberlagert. Die Kulturen werden in einem
CO,-Brutschrank (siehe 5.3.2.14) 5 Tage bis 6 Tage bei 37 °C bebriitet. Die Plaques kdnnen nach Zusatz von 2 ml
einer zweiten Uberschichtung mit der gleichen Zusammensetzung wie die erste, die ebenfalls 5 % Neutralrot-
16sung 1:1 000 enthalt, und weiterer Bebriitung (im Dunkeln) bei 37 °C fiir 24 h bis 48 h in einem CO,-Brut-
schrank (siehe 5.3.2.14) ausgezahlt werden. Die Auszdhlung kann auch nach Zugabe von Kristallviolett erfol-
gen. Die Einschicht-Zellkulturen werden durch Zugabe von 2 ml Trichloressigsdure (TCA) 10 % (5.2.2.6) iiber
die Agariiberschichtung fiir 10 min bis 15 min bei 21,5 °C £ 3,5 °C fixiert. Die Agariiberschichtung wird dann
entfernt und 2 ml Kristallviolett 0,1 % in 20%igem Ethanol werden zugegeben. Nach 10 min bis 15 min bei
21,5°C+ 3,5 °Cwerden die Vertiefungen ausgiebig mit Wasser gespiilt und die Plaques (weife Flecken) ausge-
zahlt.

5.6.3 Produktpriiflosungen
Das Produkt im Lieferzustand muss als Produktpriiflésung verwendet werden, wenn es vom Hersteller emp-

fohlen wird. Produktpriiflosungen von Produkten, die nach der Empfehlung des Herstellers zu verdiinnen sind,
miissen mit Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) hergestellt werden.
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Bei festen Produkten wird das Produkt im Lieferzustand gel6st, indem mindestens 1,0 g+ 10 mg des Produkts
in einen Messkolben eingewogen werden und dieser mit Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) aufgefiillt
wird. Die nachfolgenden Verdiinnungen (=niedrigere Konzentrationen) miissen in Messkolben (5.3.2.10) im
Verhaltnis Volumen zu Volumen in Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7) hergestellt werden.

Bei fliissigen Produkten miissen die Verdiinnungen des Produkts mit Wasser standardisierter Harte in Mess-
kolben (5.3.2.10) im Verhaltnis Volumen zu Volumen hergestellt werden.

Die Produktpriiflésungen miissen frisch hergestellt und innerhalb von 3 h in der Priifung verwendet werden.
Sie miissen eine physikalisch homogene Zubereitung ergeben, die wihrend des gesamten Verfahrens stabil
ist. Wenn im Verlauf des Verfahrens eine sichtbare Inhomogenitat durch Bildung einer Ausfillung oder Aus-
flockung auftritt, muss dies im Priifbericht angegeben werden.

ANMERKUNG  Das Auszahlen in einer Ausfallung oder Ausflockung eingebetteter Mikroorganismen ist schwierig und
unzuverlassig.

Die Priifkonzentration ist als Massenkonzentration oder als Volumenkonzentration anzugeben, ebenso Einzel-
heiten der Produktprobe im Lieferzustand.

5.7 Verfahrensablauf zur Beurteilung der viruziden Wirksamkeit des Produkts auf den
Handen von Probanden

5.7.1 Allgemeines
5.7.1.1 Untersuchungsbedingungen
a) Temperatur:

Die Temperatur fiir die Kontrolle und Viruspriifsuspension (Kontaminationsfliissigkeit) betragt
21,5°C+3,5°C.

b) Einwirkzeitt (ins):

Die zu priifende Einwirkzeit wird nach den Empfehlungen des Herstellers ausgewdhlt, sie darfjedoch nicht
kiirzer sein als 30 s und nicht langer als 60 s. Die Einwirkzeit ist die gesamte Einreibedauer. Fiir die hygie-
nische Referenz-Handedesinfektion [Ethanol (5.2.2.10)] betragt sie 60 s.

Die zuldssige Abweichung fiir jede gewahlte Einwirkzeit betragt +5 s.

ANMERKUNG  Aufgrund des Standard-Einreibeverfahrens (AnhangA) ist eine kiirzere Einwirkzeit als 30 s nicht
moglich und kann nicht verifiziert werden.

c) Priifkeim:
Der Priifkeim ist das murine Norovirus (5.2.1).
5.7.1.2 Temperaturgleichgewicht

Alle Reagenzien [Produktpriiflésungen (5.6.3), Ethanol (5.2.2.10), verdiinnte Kaliseife (5.2.2.9), Viruspriif-
suspension (5.4.1) und - falls notwendig - Wasser standardisierter Harte (5.2.2.7)] werden vor der Priifung
imauf21,5°C+ 3,5 °C eingestellten Wasserbad (5.3.2.2) auf die Priiftemperatur von 21,5 °C + 3,5 °C eingestellt.
Die Stabilisierung der Temperatur der Reagenzien auf 21,5 °C £ 3,5 °C ist zu tiberpriifen.

5.7.1.3 Auswahl der Probanden

Die Priifung ist mit 18 bis 22 gesunden Personen mit gesunder Haut, ohne Schnitt- oder Schiirfwunden an den
Handen und mit kurzen, sauberen Fingerndgeln durchzufiihren. Am Tag der Priifung sollten die Probanden
keinen Schmuck oder andere Gegenstande an den Handen und Handgelenken tragen. Der Gesundﬁitszustand
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der Teilnehmer sollte nach nationalen Vorschriften validiert werden. Zusatzlich kann es notwendig sein, eine
Risikobewertung in Bezug auf die Zelllinien vorzunehmen.

Obwohl das Alter im Allgemeinen kein einschrankender Faktor ist, sollten die Probanden mindestens 18 Jahre
alt sein.

Da es sein kann, dass Werte von Probanden nicht fiir die Berechnung verwendet werden kénnen, wird emp-
fohlen, die Priifung eher mit einer hoheren Anzahl als mit 18 Probanden durchzufiihren.

5.7.1.4 Versuchsanordnung

Fiir die Priifung eines einzelnen Produktes wird eine Uberkreuz-Anordnung verwendet. Die Probanden werden
hierzu nach dem Zufallsprinzip zwei etwa gleichgrofien Gruppen zugeordnet. Die Probanden der Gruppe 1
fithren die hygienische Referenz-Handedesinfektion durch (RP, 5.7.2.4.2) und die Probanden der Gruppe 2 die
Handedesinfektion mit dem zu priifenden Produkt (PP, 5.7.2.4.3).

Die Prifung wird dann am selben Tag wiederholt, wobei Gruppe 1 die Hindedesinfektion mit dem zu priifen-
den Produkt und Gruppe 2 die Referenz-Handedesinfektion durchfiihrt. Vor jeder Referenz-Handedesinfektion
sowie jeder Desinfektion der Hinde mit dem zu priifenden Produkt miissen die Verfahren nach 5.7.2.4.2 und
5.7.2.4.3 durchgefiihrt werden.

Fiir die Priifung mehrerer Produkte auf einmal ist eine Anordnung im lateinischen Quadrat mit so vielen Pro-
bandengruppen und so vielen Versuchsdurchlaufen zu verwenden, wie zu priifende Produkte (einschliefslich
der Referenz Ethanol) vorhanden sind. In jedem Durchlauf werden alle Hindedesinfektionsverfahren parallel
ausgefiihrt. Am Ende der gesamten Durchldaufe muss jeder Proband jedes zu priifende Produkt, einschliefslich
der Referenz Ethanol, einmal verwendet haben. Bei jedem zu priifenden Produkt sind die Hinde zwischen den
Priifungen der verschiedenen Produkte 1 min mit Leitungswasser und verdiinnter Kaliseife (5.2.2.9) zu reini-
gen, weil Rickstande vom Produkt an den Handen des Probanden das Leistungsverhalten des im Anschluss
zu priifenden Produktes beeinflussen konnen. Abschlieféend miissen die Hande griindlich mit einem sauberen
(Papier-)Handtuch abgetrocknet werden. Nach der Referenz-Handedesinfektion ist ein Abspiilen mit Leitungs-
wasser hinreichend.

5.7.2 Priifverfahren mit Probanden
5.7.2.1 Vorbereitung der Hinde der Probanden

Die Hande der Probanden werden vorbereitet, indem sie 1 min ohne Verwendung einer Biirste mit 5 ml ver-
diinnter Kaliseife (5.2.2.9) gewaschen werden. Nach Abspiilen mit flief;endem Leitungswasser werden sie min-
destens 30 s griindlich mit Papierhandtiichern abgetrocknet. Das Kontaminationsverfahren muss unter einer
laminaren Luftstromung in einer biologischen Sicherheitswerkbank (5.3.2.15) erfolgen.

5.7.2.2 Anwendung der Viruspriifsuspension

500 pl der Viruspriifsuspension (5.4.1) werden in eine der trockenen hohlen Hiande gegossen, und die Fliissig-
keit wird auf der Haut der Handflache und Fingerspitzen verrieben. Die Hinde werden in waagerechter Haltung
1 min lang unter der Sicherheitswerkbank (5.3.2.15) getrocknet, wobei eine Tropfenbildung durch Spreizen
der Finger und Hin- und Herdrehen vermieden wird.

Wiéhrend dieses Verfahrens sollte darauf geachtet werden, dass eine Kontamination der angrenzenden Arbeits-
flache vermieden wird.

Es ist sicherzustellen, dass wahrend eines Versuches die Hande aller Probanden (einschliefilich der Behand-
lung mit der Referenzsubstanz) mit derselben Charge der Virusprifsuspension behandelt werden, selbst wenn
mehrere Produkte im Vergleich zur Referenz-Handedesinfektion gepriift werden.

Der Kontakt mit dem Virus auf der Haut jedes Probanden wahrend des gesamten Priifverfahrens (d. h. von der
Inokulation bis zur Probenahme) sollte 15 Minuten nicht tiberschreiten.
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5.7.2.3 Probenahme der Priifkeime vor der Behandlung (,,Vorwert*)

Unmittelbar nach dem Trocknen werden die Fingerspitzen (einschlieflich der des Daumens) 1 min lang auf
dem Boden einer Petrischale gerieben, die 5 ml Zellkulturmedium (5.2.2.8) mit 2 % FCS als Probenfliissigkeit
enthalt, wobei dieselbe Schale fiir alle 5 Finger, aber eine gesonderte Schale fiir jede Hand verwendet wird -
um 1 Virustiterwert pro Hand zu erzeugen. Deshalb wird fiir jede Hand eine gesonderte Petrischale verwendet.

Von den Probenahmefliissigkeiten werden innerhalb von mindestens 30 min zehnfache Verdiinnungen in eis-
kaltem Erhaltungsmedium hergestellt (siehe 5.2.2.8). Nach jeder Verdiinnung muss die Pipette gewechselt
werden, um ein Verschleppen von Viren zu vermeiden. Die Zellkulturen werden mit den Verdiinnungen ent-
weder mittels Monolayer oder Zellsuspension beimpft. Infektiositdtstests werden entweder durch Plaque-
versuche oder Quantalversuche durchgefiihrt. Fiir den Quantalversuch miissen mindestens 6 Einheiten mit
100 pl jeder Verdiinnung beimpft werden.

In einem COy-Brutschrank (siehe 5.3.2.14) wird 4 Tage bis 6 Tage bei 37 °C bebriitet.

Nach dem Bebriiten wird der Virustiter berechnet. Die Titrationsergebnisse des Quantalversuchs miissen Ver-
diinnungsschritte mit einem prozentualen Anteil an positiven Ergebnissen zwischen 100 % und 0 % anzeigen
(sieche Anhang B). Titerwerte werden nach Spearman und Karber berechnet (siehe B.1). Die Ergebnisse des
Plaqueversuchs miissen nach B.2 berechnet werden.

5.7.2.4 Verfahren der hygienischen Hindedesinfektion
5.7.2.4.1 Allgemeines

Nach der Probenahme fiir die Vorwerte (5.7.2.3) lasst man die Hande trocknen. Unmittelbar nach dem Trock-
nen und ohne erneute Kontamination der Hande wird die Handedesinfektion entweder nach 5.7.2.4.2 oder
5.7.2.4.3 durchgefiihrt, je nachdem, was anwendbar ist (5.7.1.4).

5.7.2.4.2 Referenzverfahren fiir die hygienische Hiandedesinfektion (RP)

3 ml Ethanol (5.2.2.10) werden in die trockenen hohlen Hande gegossen, die 30 s nach dem in Anhang A darge-
stellten Standard-Handedesinfektionsverfahren bis zu den Handgelenken verrieben werden, um die vollstan-
dige Benetzung der Hande sicherzustellen:

In einem ersten Schritt wird das Ethanol (5.2.2.10) tiber die Hande einschliefslich der Handgelenke Handflache
auf Handflache verteilt, dann erfolgt ein fiinfmaliges Reiben der rechten Handflache iiber den linken Handrii-
cken und der linken Handflache iiber den rechten Handriicken, fortgefahren wird mit fiinf geradlinigen Bewe-
gungen hin und her, Handflache auf Handflache mit verschrankten Fingern, weiter mit flinfmaligem Reiben der
Aufienseite der Finger auf den jeweils gegeniiberliegende Handflachen mit verschrankten Fingern, anschlie-
Bend fiinfmaliges kreisendes Reiben des rechten Daumens in der geschlossenen linken Handflache und des
linken Daumens in der geschlossenen rechten Handflache, dann wird es fiinfmal kreisend mit den geschlosse-
nen Fingern der rechten Hand in die feuchte Handflache der linken Hand und den geschlossenen Fingern der
linken Hand in die feuchte Handflache der rechten Hand gerieben. Sdmtliche Verfahrensschritte werden mit
weiteren 3 ml Ethanol wiederholt (5.2.2.10), so dass sich insgesamt eine Einreibedauer von 60 s ergibt.

Hinsichtlich der Probenahme siehe 5.7.2.4.4.

5.7.2.4.3 Verfahren der hygienischen Hindedesinfektion mit dem zu priifenden Produkt (PP)

Dieses Verfahren muss nach den Empfehlungen des Herstellers durchgefiihrt werden, die Produktvolumen,
Haufigkeit der Anwendung sowie Einwirkzeit [zwischen 30 s und 60 s, 5.7.1.1 b)] umfassen miissen. Auf jeden

Fall sind die Schritte des in Anhang A beschriebenen Standard-Handedesinfektionsverfahrens einzuhalten.

Hinsichtlich der Probenahme siehe 5.7.2.4.4.
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5.7.2.4.4 Probenahme der Priifkeime nach der Behandlung (,Nachwert")

Unmittelbar nach der Behandlung (5.7.2.4.2 und 5.7.2.4.3) wird ein dhnliches Probenahmeverfahren ange-
wendet, wie es fiir die Vorwerte beschrieben wurde (5.7.2.3). Gleichzeitig wird jede Fingerspitze einer Hand
1 min lang auf dem Boden einer 5 ml Probenfliissigkeit enthaltenden Petrischale gerieben wird, wobei die-
selbe Schale fiir alle 5 Finger, aber eine gesonderte Schale fiir jede Hand verwendet wird - um 1 Virustiterwert
je Hand zu erzeugen. Die Losung muss sofort innerhalb von 15 s verdiinnt werden (5.6.1.1).

5.7.2.5 Handedekontamination nach Virusbeimpfung
Nach Abschluss des gesamten Priifverfahrens werden 5ml eines 1:10 mit Wasser verdiinnten Haushalts-
bleichmittels (~5 % Natriumhypochlorit) in die hohlen Hiande des Probanden geben. Das Bleichmittel muss

fiir etwa 2 min griindlich tiber die Oberflache beider Hande gerieben werden. AnschliefRend werden die Hande
grindlich mit verdiinnter Kaliseife (5.2.2.9) gewaschen und mit einem Papiertuch getrocknet.

6 Versuchsdaten und Berechnung
6.1 Protokollierung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Zellkultur werden als 0 [Zellen ohne Zytopathische Wirkung (CPE)] und 1 (25 % der Zellen
mit CPE) bis 4 (alle Zellen mit CPE) oder als Anzahl der Plaques dokumentiert.

6.2 Berechnung des Virustiters

Die Berechnung der Viruskonzentration sollte mithilfe der Spearman-Karber-Methode erfolgen. (Ein Beispiel
fiir die Berechnung findet sich in B.1).

6.3 Berechnung der PFU

Die Anzahl der Plaque bildenden Einheiten pro Milliliter (PFU/ml) sollte nach B.2 berechnet werden. Nur Wells
mit nicht konfluenten Plaques diirfen bei der Berechnung berticksichtigt werden.

6.4 Berechnung der Ig-ReduktionR (Ig-Vorwert - 1g-Nachwert)

Die TCIDsp/ml wahrend des Priifverfahrens mit Probanden (Vorwerte und Nachwerte) wird aufgezeichnet,
und es wird aufgezeichnet, ob der Proband zu Gruppe 1 (RP = PP) oder Gruppe 2 (PP — RP) (5.7.1.4) gehort.
Sowohl fiir das Referenz- als auch fiir das Produkt-Priifverfahren miissen die Ig-Keimzahlen der rechten und

linken Hand jedes Probanden fiir Vor- und Nachwerte getrennt gemittelt werden.

Aus der Differenz zwischen diesem individuellen, kombinierten Ig-Vorwert und dem Ig-Nachwert wird fiir
jeden Probanden die lg-Reduktion (lg R) ermittelt.

Danach werden aus allen einzelnen lg-Reduktionen die arithmetischen Mittelwerte sowohl fiir das
Referenz- als auch fiir das Produkt-Priifverfahren berechnet.

Wenn die Daten allen Anforderungen von 6.5 a) bis d) genligen, werden die Ergebnisse beider Verfahren, PP
und RP, miteinander verglichen.

6.5 Verifizierung des Verfahrens — Validierung des Versuchs
Nur wenn die Ergebnisse des Priifverfahrens die folgenden Anforderungen erfiillen, diirfen sie fiir die weitere
Bewertung verwendet werden, andernfalls muss die Priifung wiederholt werden (Annahmekriterien fiir die

Priifergebnisse).

a) Es muss ein vollstandiger Satz von Ergebnissen von mindestens 18 Probanden zur Verfiigung stehen. Alle
vollstandigen Satze von Ergebnissen miissen fiir die weitere Bewertung verwendet werden.
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b) Die Gesamtmittelwerte der lg-Vorwerte fiir RP und PP miissen beide mindestens 4,00 betragen.

c) Die absolute Differenz der mittleren Differenzen zwischen den lg-Reduktionen von RP und PP von Gruppe
RP — PP und Gruppe PP — RP muss weniger als 2,00 betragen.

d) Die Kriterien von 6.6 miissen erfiillt sein.
6.6 Statistische Auswertung (Signifikanzpriifung), Angabe der Ergebnisse und Prazision

Wenn sich die Qualitdt der Daten als annehmbar erwiesen hat (6.5), sind sie unter Anwendung des folgenden
Kriteriums fiir das Bestehen der Priifung zur Bewertung der (des) zu priifenden Produkte(s) zu verwenden:

PP (Verfahren mit dem Produkt) darf nicht unter RP (Verfahren mit dem Referenzprodukt Ethanol)
liegen.

Fiir die Priifung des Leistungsverhaltens von PP im Vergleich zu RP muss ein Test auf Nichtunterlegenheit auf
die lg-Reduktionen in jeder Bewertung angewendet werden. Es ist das in Anhang E beschriebene statistische
Verfahren anzuwenden. Andere Verfahren sind akzeptabel, wenn sie die gleiche oder eine iiberlegene Leistung
haben und ihre Anwendbarkeit durch geeignete statistische Verfahren nachgewiesen werden kann (z. B. wenn
die Unterschiede von RP - PP keine signifikante Abweichung von einer Normalverteilung aufweisen, diirfen
parametrische Verfahren verwendet werden).

Fiir die Priifung der Daten, die in einem Versuch mit einer Anordnung im lateinischen Quadrat erhalten wur-
den, ist der Test auf Nichtunterlegenheit zu verwenden, wobei die Ergebnisse von mehr als einem Priifverfah-
ren paarweise mit denen der Referenz verglichen werden. Die statistischen Verfahren, siehe Tabelle D.4 b) und
Tabelle D.5, sollten verwendet werden. Andere Verfahren sind akzeptabel, wenn sie die gleiche oder eine iiber-
legene Leistung haben und ihre Anwendbarkeit durch geeignete statistische Verfahren nachgewiesen werden
kann.

Das Signifikanzniveau wird mit P = 0,025 festgesetzt. Die Priifung ist einseitig durchzufiihren.

Die Unterlegenheitsmarge betragt 0,35 lg-Einheiten.

6.7 Schlussfolgerung

Ein Produkt, das die Anforderungen (Abschnitt 4 und 6.5) erfiillt hat, wird als geeignet fiir die Verwendung als
viruzide hygienische Handedesinfektion im medizinischen Bereich angesehen.

6.8 Priifbericht
Der Priifbericht muss auf dieses Dokument (prEN 17430:2022) verweisen.
Der Priifbericht muss mindestens folgende Angaben enthalten:
a) Identitat des Priiflaboratoriums;
b) Identifizierung der Probe:
1) Name des Produkts;
2) Chargennummer und - falls verfiigbar - Endverbrauchsdatum;
3) Hersteller;
4) Datum der Lieferung;

5) Lagerbedingungen;
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6) vom Hersteller empfohlenes Verdiinnungsmittel fiir das Produkt;
7) Wirkstoff(e) und seine/ihre Konzentration(en) (optional);
8) Erscheinungsbild des Produkts;
c) Untersuchungsbedingungen:
1) Prifdatum;

2) fiir die Produktpriiflosung verwendetes Verdliinnungsmittel (Wasser standardisierter Harte oder Was-
ser);

3) Produktpriifkonzentrationen;
4) Erscheinungsbild der Produktverdiinnungen;
5) Einwirkzeit(en);
6) Bebriitungstemperatur;
7) Identitat der verwendeten Priifkeime;
d) Priifergebnisse:
1) Titer der Viruspriifsuspension;

2) eine genaue Beschreibung, wie PP durchgefiihrt wurde (5.7.2.4.3): Volumen, Einwirkzeit, Haufigkeit
der Anwendung;

3) Listen der Versuchsergebnisse fiir RP und PP (Anhang D, Tabelle D.1 und Tabelle D.2), die die auf den
Platten gefundenen CPE enthalten und jeweils mit dem Hinweis versehen sind, auf welche Verdiinnung
der Probenahmefliissigkeit sie bezogen sind, und mit einer Kennzeichnung der Koloniezahlen, die fiir
die weitere Berechnung verwendet wurden;

4) Liste der berechneten Ig-Werte, d. h. dekadische Logarithmen (Anhang D, Tabelle D.3) aus links-rechts
gemittelt. Diese Liste enthalt die einzelnen Ig-Vorwerte und lg-Nachwerte und die 1g-Reduktion fiir
jeden Probanden, getrennt nach RP und PP, sowie die Gesamtmittelwerte und Standardabweichun-
gen und die chronologische Reihenfolge des Handedesinfektionsverfahren [PP vor RP (PP = RP) oder
umgekehrt (RP — PP)];

5) Liste, aus der die Berechnung der oberen einseitigen 97,25 %-Vertrauensgrenzen nach Hodges-
Lehmann hervorgeht [AnhangD, Tabelle D.4a)] und eine Tabelle, aus der die Sortierung und
Berechnung der oberen Vertrauensgrenzen nach Hodges-Lehmann hervorgeht [AnhangD,
Tabelle D.4 b)];

e) Besondere Anmerkungen;

f) Schlussfolgerung;

g) Ort, Datum und Unterschrift mit Namen.
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