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1 EINLEITUNG 

Im Bereich der Be- und Verarbeitung von Lebensmitteln tierischer Herkunft sind Reinigungs- 

und Desinfektionsmaßnahmen ein bedeutender Bestandteil zur Sicherung der Qualität des 

Lebensmittels und damit des Verbraucherschutzes. Im Wesentlichen zielen diese Maßnah-

men auf eine Reduktion des Risikos einer Kontamination des Produktes mit unerwünschten 

Mikroorganismen. Als unerwünscht sind solche Mikroorganismen anzusehen, die lebensmit-

teltechnologische Prozesse negativ beeinflussen oder die zu einem Verderb von Lebensmit-

teln führen können bzw. in der Lage sind, nach Verzehr der Produkte Infektionen beim 

Menschen hervorzurufen. Unter den in Frage kommenden Mikroorganismen sind Pilze, Bak-

terien, Bakteriophagen und Säugerviren zu nennen. Von diesen stellen die Bakterien und 

Pilze das größere Gefährdungspotential dar. Entsprechend orientieren sich die für die Wirk-

samkeitsprüfung etablierten Richtlinien von für den Lebensmittelbereich vorgesehenen Des-

infektionsmitteln an diesen beiden Klassen von Erregern. Abgesehen von Prüfvorschriften an 

Bakteriophagen existieren für Desinfektionsmittel im Lebensmittelbereich keine etablierten 

Prüfmethoden an Säugerviren. Diese Situation bildete die Grundlage zur Konzeption der vor-

liegenden Arbeit. Es liegt durchaus im Bereich des Möglichen, dass tierische  Rohmaterialien 

oder auch durch die mit der Ver- und Bearbeitung betrauten Personen eine Kontamination 

von Flächen mit Viren erfolgen kann, was eine Gefahr der Viruskontamination der Endpro-

dukte birgt. Aus Überlegungen des Desinfektionsmittelausschusses der DVG heraus recht-

fertigt dieses bestehende, wenn auch möglicherweise geringe Risiko, eine Erweiterung des 

Prüfumfangs von Desinfektionsmitteln, die für diesen Bereich vorgesehen sind.  

Was das Methodenspektrum zur Prüfung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln anbetrifft, 

war die Situation in Europa in der Vergangenheit lange Zeit sehr stark durch einzelstaatliche 

Ansätze geprägt (REYBROUCK, 1986). Im Zuge der Harmonisierungsbestrebungen der EG 

schloss sich 1970 das Comité Européen de Normalisation (CEN) zusammen, um eine Ver-

einheitlichung der Bewertungskriterien für Desinfektionsmittel innerhalb Europas zu realisie-

ren. Für das Gebiet der Lebensmittel tierischer Herkunft wurden bereits Prüfmethoden 

(Europäsche Normen) an verschiedenen Bakterien, Pilzen sowie Bakteriophagen mit le-

bensmittelhygienischer Relevanz etabliert. Den methodischen Anforderungen existierender 

europäischer Normen wurde in der Überarbeitung der nationalen Richtlinien für die Prüfung 

von Desinfektionsverfahren und chemischen Desinfektionsmitteln der DVG in der 4. überar-

beiteten Auflage (2007) Rechnung getragen. Die Umsetzung der EG- Normen in nationale 

Prüfvorschriften ist jedoch mit erheblichem Aufwand verbunden. Bestimmte Kapitel sind da-

her zum gegenwärtigen Zeitpunkt noch nicht bearbeitet. Hierunter fällt n.a. die Etablierung 

einer Prüftechnik an animalen Viren im Lebensmittelbereich. Da hierfür keine europäische 
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Vorlage existiert, waren experimentelle Untersuchungen zur Etablierung einer derartigen 

Prüfmethodik erforderlich.  

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war die Entwicklung einer robusten Methode, die eine 

Beurteilung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln auf viruskontaminierten Oberflächen 

im Lebensmittelbereich erlaubt. Neben Versuchen zur Auswahl eines geeigneten Modellvirus 

wurden die Bedingungen, die die Beurteilung einer ausreichend hohen Inaktivierung des 

Modellvirus auf im Lebensmittelbereich verwendeten Flächen erlaubt, erarbeitet und be-

schrieben. Mit einer Wirksamkeitsprüfung verschiedener im Handel erhältlicher Desinfek-

tonsmittel sollte abschließend die Eignung der favorisierten Technik dargelegt werden. 
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2 Literatur 

2.1 Reinigung und Desinfektion 

2.1.1 Begriffsbestimmungen 

Reinigung: „Entfernung unerwünschter Substanzen von Oberflächen, Räumen, Vorrichtun-

gen und Geräten“. Als unerwünscht werden beispielsweise Lebensmittelreste und Beläge 

erwähnt (WILDBRETT, 2006). 

Reinigbar: „Der Ausdruck „reinigbar“ wäre zwar die wortgenaue Übersetzung von „clea-

nable“, ist aber im Deutschen unüblich. Als Ersatz dafür könnte „reinigungsfreundlich“ erwo-

gen werden. 

Mit „cleanable“ wird im englischsprachigen Raum zum Ausdruck gebracht, unter welchem 

Aufwand unerwünschte Substanzen von Oberflächen entfernt werden können. „Cleanable“ 

ist dennoch eine Materialeigenschaft, die erst beim Vorgang der Reinigung erkennbar wird. 

Für den Begriff „Desinfektion“ (Antisepsis) bestehen zahlreiche  Definitionen. Nach den 

„Richtlinien für die Prüfung chemischer Desinfektionsmittel“ der deutschen Veterinärmedizi-

nischen Gesellschaft (DVG) (2. Aufl., 1988) ist Desinfektion die gezielte Eliminierung uner-

wünschter Mikroorganismen mit dem Ziel, die Funktion, Struktur, oder den Stoffwechsel 

dieser Mikroorganismen so zu schädigen, dass Übertragungen (Kontaminationen, Besiede-

lungen, Infektionen) verhindert werden. Diese Definition ist zielgerichtet und ermöglicht durch 

ihren selektiven Charakter eine sichere Abgrenzung zur Sterilisation. Im Wesentlichen fußt 

diese Definition auf den Vorstellungen von REBER (1973) und WALLHÄUSER (1988). Nach 

REBER (1973) ist die Desinfektion eine gezielte Entkeimung mit dem Zweck, die Übertra-

gung bestimmter unerwünschter Mikroorganismen durch Eingriffe in deren Struktur oder 

Stoffwechsel unabhängig von ihrem Funktionszustand zu verhindern. WALLHÄUSER (1988) 

definiert „Desinfektion“ als eine selektive Maßnahme mit dem Ziel, die Übertragung bestimm-

ter Mikroorganismen und Viren zu verhindern. Neben einer sicheren Abgrenzung der Desin-

fektionsmaßnahmen von Maßnahmen zur Sterilisation erlaubt diese Auslegung gleichzeitig 

eine Anwendung des Begriffes auf Gebieten außerhalb der Medizin, z.B. auf die Lebensmit-

telhygiene, in der als Schadmikroorganismen nicht nur Krankheitserreger sondern auch den 

Herstellungsprozess beeinflussende Keime Bedeutung besitzen. Viele Definitionsansätze 

sind häufig mit einem Mangel an sicherer Abgrenzungsmöglichkeit zu anderen Verfahren 
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behaftet oder besitzen einen ausschließlichen Bezug zur Infektionsmedizin. Besonders deut-

lich wird das in einer Arbeit von Koch (1912) in der die Desinfektion als „Vernichtung aller 

Infektionsstoffe“ bezeichnet wurde. Wenn auch sicherlich die zur Charakterisierung einer 

Desinfektion zutreffenden Bedingungen gemeint waren, besteht dennoch bei dieser Formu-

lierung keine eindeutige begriffliche Abtrennung zur Sterilisation, (Asepsis) unter der eine 

Inaktivierung und Eliminierung aller Mikroorganismen inklusive Bakteriensporen zu verstehen 

ist. Von der per Definition sicher voneinander differenzierbaren Asepsis und Antisepsis ist 

weiterhin die Antiseptik abzugrenzen. Hierunter fallen alle Maßnahmen zur Hemmung bzw. 

Verminderung von Keimen auf der Körperoberfläche sowie auf Wunden und Schleimhäuten. 

Für den vor allem in Kanada und den USA verbreiteten Begriff “ Sanitization“ existiert kein 

Synonym im deutschsprachigen  Raum. “ Sanitization“ umfasst die Gesamtheit aller Maß-

nahmen, die zu einer Verminderung der Keimbelastung in einem bestimmten Bereich führt 

(WALLHÄUSER, 1988). Gegenstand sind demnach nicht nur die Reinigung und Desinfektion 

sondern das gesamte Hygieneregime. Mit der Desinfektion im Zusammenhang häufig ver-

wendete weitere Begriffe sind nachfolgend aufgelistet (BESSEMS, 2003). 

 

Algizid Eine Noxe, die unter definierten Bedingungen in der Lage ist, Algen 

und ihre Sporen abzutöten.  

Bakteriostase Hemmung des Wachstums von Bakterien. 

Bakteriostat Eine Noxe, die unter definierten Bedingungen Bakteriostase verur-

sacht. 

Bakterizid Eine Noxe, die unter definierten Bedingungen in der Lage ist, vegetati-

ve Bakterien, aber nicht notwendigerweise deren Sporen abzutöten. 

Biozid Eine Noxe, die in der Lage ist, Mikroorganismen zu inaktivieren. Erre-

gerbezogene Bezeichnungen für die Wirksamkeit sind: algizid, bakteri-

zid, fungizid, sporizid und viruzid.  

Sporizid  Eine Noxe, die unter definierten Bedingungen in der Lage ist, bakteri-

elle Sporen abzutöten. 

Viruzid Eine Noxe, die unter definierten Bedingungen in der Lage ist, Viren 

abzutöten oder zu inaktivieren. 
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2.2 Übersicht über Wirkstoffgruppen und ihre Wirkungsmechanismen 

Nachfolgend werden ausschließlich die für die Desinfektion im veterinärmedizinischen Be-

reich und im Lebensmittelbereich wichtigsten Desinfektionsmittelwirkstoffe beschrieben 

(EGGENSPERGER, 1973; SCHLIESSER, 1974, 1975; TRAUTWEIN u. KRÜGER, 1977; 

SCHLIESSER, 1981; EDELMEYER, 1982; ARNDT, 1983; WELLINGER, 1983; WALLHÄU-

SER, 1984; JEFFREY, 1995; BREMER, 2003; KÖHLER, 2006). 

 

2.2.1 ALDEHYDE  

Aldehyde gehören mit zu den wichtigsten Desinfektionsmitteln. Ein häufig eingesetzter Des-

infektionsmittelwirkstoff aus der Wirkstoffgruppe der Aldehyde in der Landwirtschaft ist For-

maldehyd. Die Stoffgruppe der Aldehyde zeichnet sich durch eine Carbonylgruppe aus. Ca. 

30% der in der Veterinärmedizin eingesetzten Desinfektionsmittel enthalten Aldehyde (Bre-

mer, 2003). Das Formaldehyd wird als eines der “klassischen” Desinfektionsmittel bezeich-

net. Neben dem Formaldehyd werden noch Glutardialdehyd, Glyoxaldehyd und 

Succindialdehyd angewendet. 

Formaldehyd (CH2O) ist ein farbloses, stechend riechendes, entzündbares Gas, das in Was-

ser eine hohe Löslichkeit besitzt. Die im Handel erhältliche 35 – 40 %ige wässrige Lösung 

wird als „Formalin“ bezeichnet. Formaldehyd kann aber auch zur Hygienisierung von Fäka-

lien (MÜLLER und SCHLENKER, 2004) oder gasförmig verwendet werden. Der pH-Wert für 

Formaldehyd muss zur Erzielung einer optimalen Desinfektionswirkung zwischen 3 bis10 

liegen, der des Formalins zwischen 2,8 bis 4. Formaldehyd neigt zur Polymerisation, was 

durch die Anwesenheit von Wasser, Säuren und Alkalien begünstigt wird. In der Luft wird 

Formaldehyd langsam zu Ameisensäure oxidiert. Die Wirkung des Formaldehyds wird durch 

Ammoniak, Alkalien, H2O2, Jod, Kaliumpermanganat, Eisen und Schwermetalle gehemmt, da 

die Aldehydgruppe mit Aminogruppen reagiert. Angewendet wird Formaldehyd vor allem als 

Flächendesinfektionsmittel und bei der Gasdesinfektion in geschlossenen Räumen. Die Vor-

teile der Aldhyde liegen vor allem im breiten Wirkungsspektrum, guter Materialverträglichkeit 

(SCHLIESSER, 1981) und biologischer Abbaubarkeit. Zur Neutralisation außerhalb des Kör-

pers wird Ammoniak verwendet, als Antidot nach Verschlucken werden Aktivkohle und Harn-

stofflösungen eingesetzt. Nach der Gefahrstoffverordnung ist Formaldehyd als „giftig“ zu 

kennzeichnen. Die Aldehyde besitzen gute bakterizide, tuberkulozide, viruzide und fungizide 

Wirkung. Bei Temperaturen von über 50°C wirken sie auch sporozid. Formaldehyd wirkt 

nach MOLDENHAUER (1984) in sehr geringen Konzentrationen nur, wenn entsprechend 

lange Reaktionszeiten möglich sind. Auch von SPICHER (1979) wird Formaldehyd als ein 
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langsam wirkendes Mittel bezeichnet. Untersuchungen mit Polioviren haben (SPORKENBA-

CHER-HÖFLER et al., 1983) weiterhin gezeigt, dass Formaldehyd auch zu Veränderungen 

an der Nukleinsäure führt, was trotz völlig intakter Morphologie der Viruspartikel eine voll-

ständige Inaktivierung zur Folge haben kann. 

2.2.2 ORGANISCHE SÄUREN  

Der wirksame Bestandteil der organischen Säuren ist die Carboxylgruppe (COOH- Gruppe). 

Zu den organischen Säuren gehören unter anderem die Ameisen-, Essig- und Propionsäure. 

Sie sind Vertreter der aliphatischen Monocarbonsäuren, welche eine Carboxylgruppe besit-

zen, die in wässriger Lösung in Protonen und negativ geladene Säure-Anionen dissoziiert. 

Ameisen- (HCOOH), Essig- (CH3COOH) und Propionsäure (CH3CH2COOH) sind farblose, 

stechend riechende Flüssigkeiten, die mit Wasser und Ethanol in jedem Verhältnis mischbar 

sind. Ihr Wirkoptimum liegt bei ca. pH 3 bis 6.  Die Ameisensäure ist toxischer und wirkt stär-

ker lokal reizend als die anderen aliphatischen Säuren. Konzentrierte Ameisensäure kann zu 

Verätzungen der Haut führen, verdünnte Lösungen (ca. 1%ig) dienen der Anregung der 

Hautdurchblutung. Die Dämpfe reizen die Schleimhäute der Atemwege und der Augen. Oral 

aufgenommen kommt es zu Verätzungen, als Antidot dient Natriumbicarbonat und verdünnte 

Natronlauge. Die Ameisensäure gilt als „starkes Gift“ und „wassergefährdender Stoff“.  

Die Essigsäure führt ab einer Konzentration von >5% zu Schleimhautreizungen und zu loka-

len Schäden an den Schneidezähnen nach Inhalation. Nach BÖHM (1987) wirken organi-

sche Säuren sehr gut gegen Bakterien und behüllte Viren und sind außerdem gut wirksam 

gegen Pilze und unbehüllte Viren. WALLHÄUSER (1988) unterscheidet jedoch zwischen der 

reinen Säurewirkung durch Absenken des pH-Wertes und der ausschließlichen Wirkung des 

undissoziierten Säureanteils. Dieser kann in die Mikroorganismenzelle eindringen und dort 

wichtige Stoffwechselfunktionen, in der Regel durch Hemmung der Enzymsysteme, unter-

brechen. Der Anteil an undissoziierter Säure sinkt bei steigendem pH-Wert. 

2.2.3 ALKOHOLE  

Alkohole haben eine eiweißdenaturierende, austrocknende und fettlösende Wirkung. Alkoho-

le wie Ethanol (C2H5OH), Propanol und Isopropanol (CH3)2-CHOH) sind klare, farblose Flüs-

sigkeiten. Sie sind in Wasser löslich und ihr optimaler Wirkungsbereich liegt im sauren 

Milieu. Ethanol ist flüchtig, absorbiert Wasser und kann durch nichtionische Detergentien in-

aktiviert werden. 
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Alkohole werden in der Medizin weitverbreitet zur Antiseptik eingesetzt, da sie schnell trock-

nen und hautverträglich sind. Alkohole haben die Eigenschaft schnell in die Mikroorganismen 

einzudringen (STEUER und LUTZ-DETTINGER, 1990). Sie sind die am raschesten biozid 

wirkenden Verbindungen. Im Vergleich zu anderen Wirkstoffen werden jedoch erheblich hö-

here Konzentrationen benötigt. Sie wirken nicht sporozid. Die mikrobizide Wirkung der Alko-

hole nimmt mit dem Molekulargewicht und der Kettenlänge zu, wobei das Maximum bei 5 bis 

8 C- Atomen liegt (z.B. Benzylalkohol, Hexylalkohol). Die behüllten Viren werden relativ leicht 

durch Alkohole inaktiviert, da sie die Lipidhülle schnell auflösen und somit das Penetrations-

vermögen in die Wirtszelle verhindern. Zur Inaktivierung hydrophiler und unbehüllter Viren 

müssen kurzkettige Alkohole eingesetzt werden. Alkohole sind geeignet, um kleine Oberflä-

chen zu desinfizieren. Bei Temperaturen unter 30 °C sind sie unbeschränkt haltbar und mit 

mehr als drei Kohlenstoffatomen (Butanol) werden sie aufgrund ihres unangenehmen Ge-

ruchs in der Praxis nicht eingesezt (BESSEMS, 2003). 

2.2.4 ALKALIEN 

Alkalien nehmen ein breites Wirkungsspektrum ein. Die Hydroxylgruppen (OH- Ionen) sind 

der wirksame Teil der Alkalien. Zu dieser Stoffklasse gehören unter anderem Natronlauge, 

Kalilauge und Kalkmilch. Natronlauge (NaOH) ist in Wasser gelöstes, farb- und geruchloses 

Natriumhydroxid. Der optimale Wirkungsbereich zur Desinfektion liegt bei pH 11. NaOH wird 

im Veterinärbereich häufig zur Grob- bzw. Flächendesinfektion eingesetzt, bei Seuchenfällen 

oder Seuchenverdacht als 1 bis 2%ige Lösung. NaOH führt zu Verätzungen der Haut und 

Schleimhaut. Bei Konzentrationen NaOH > 5% muss das Gefahrensymbol „ätzend“ angege-

ben werden. Kalilauge (KOH) ist in Wasser gut löslich. Die optimale Desinfektionswirkung 

liegt bei einem pH-Wert von 11. Kalk ist eines der ältesten Desinfektionsmittel. Die aus frisch 

gelöschtem Kalk (Ca(OH)2) hergestellte Kalkmilch (Mischverhältnis: 1Teil gelöschter Kalk: 

3Teile Wasser bzw. 1:20) wirkt lediglich keimvermindernd. Angewendet werden Natronlauge 

und Kalilauge (KOH) als 2 - 4%ige wässrige Lösung. Alkalien zeigen eine viruzide, bakterizi-

de und fungizide Wirkung. 

Natronlauge wirkt durch hydrolytische Spaltung von Säureamiden (Proteindenaturierung), die 

durch die OH-- Ionen bedingt wird. Da Laugen das Vermögen haben, Eiweiße und Fette zu 

lösen, besitzen sie eine gute Tiefenwirkung. Wegen dieser Eigenschaft werden Alkalien auch 

häufig anderen Desinfektionsmitteln zugesetzt. So kann zum Beispiel durch den Zusatz von 

Kalkmilch die desinfizierende Wirkung von Natronlauge erhöht werden.  



8 Literatur 
 

 
2.2.5 OXIDATIONSMITTEL 

In diese Stoffgruppe gehören Halogene und deren Derivate, Persäuren, Peroxide und Ozon. 

- Halogene und deren Derivate: 

Natriumhypochloritlösungen (NaOCl) sind die bekanntesten Halogene. Sie sind gelblich ge-

färbt und haben einen charakteristischen Geruch nach Chlor. Bei der Lösung in Wasser ent-

steht freie unterchlorige Säure, die bei einem pH-Wert von 12 die größte Stabilität aufweist. 

NaOCL besitzt ein breites Wirkungsspektrum. Gegenüber anderen Desinfektionsmitteln ha-

ben die Natriumhypochloritlösungen den Vorteil, dass sie eine geringe Toxizität in den 

Gebrauchskonzentrationen aufweisen. Konzentrierte Lösungen zeigen eine korrosive Wir-

kung auf Metall und unter Umständen können sie Hautirritationen (Rötung, Jucken etc.) her-

vorrufen. Die Stabilität der Hypochloritlösungen ist abhängig von ihrer Konzentration. 

Hochprozentige Lösungen verlieren im gleichen Zeitraum mehr von ihrer Aktivität als schwa-

che Konzentrationen. So verliert z.B. eine 10%ige Lösung bei Zimmertemperatur und dunkler 

Aufbewahrung 5% ihrer Wirksamkeit innerhalb von sechs Monaten. Ähnliche Eigenschaften 

wie das Natriumhypochlorit hat das Kaliumhypochlorit (KOCl). Beide sind in kristalliner Form 

instabil; Lithiumhypochlorit (LiOCl) und Calciumhypochlorit (Ca(OCl)2) hingegen sind in fester 

Form stabil und werden daher als Pulver verwendet. Chloramin T (C7H7ClNNaO2S-3H2O) 

setzt 36% aktives Chlor und 6% aktiven Sauerstoff frei, Trichloroisocyanursäure 90% aktives 

Chlor und Dichloroisocyanursäure 55 bis 60% aktives Chlor. Die keimtötende Wirkung der 

Halogene beruht einmal auf der oxidierenden Wirkung ihrer wässrigen Lösung, wodurch z.B. 

die Sulfhydrilgruppen der Enzyme zu Disulfiden oxidiert werden und zum anderen auf der 

Halogenisierung von Aminogruppen. Diese Reaktionen finden mit Proteinen aller Art statt, 

wodurch die starke Reduktion der Wirkung in Gegenwart von Serum erklärt werden kann.  

Hypochlorit ist ein schnell wirksames Desinfektionsmittel. Es gibt aber bei einigen gramnega-

tiven Bakterien eine Resistenzbildung (BESSEMS, 2003). 

Neben den Hypochloriten wird Jod (J2) medizinisch genutzt. Wegen der bei der Anwendung 

auftretenden Verfärbungen wird es jedoch nur als Haut- und Wunddesinfektionsmittel einge-

setzt. Als Flächendesinfektionsmittel besitzt es nur geringe Bedeutung. Heute werden ver-

mehrt Jodophore (Verbindungen von Jod mit oberflächenaktiven Substanzen) eingesetzt.  

- Persäuren, Peroxide und Ozon: 

Ozon (O3), Wasserstoffperoxid (H2O2) und Peressigsäure (C2H4O3) sowie andere organische 

Persäuren setzen bei ihrem Zerfall elementaren Sauerstoff frei, der mit fast allen Molekülen 

der Mikroorganismen rasche und intensive Oxidationsreaktionen eingeht, die zu irreversiblen 

Schäden am Mikroorganismus führen. Diese Verbindungen sind sowohl in flüssiger als auch 

in gasförmiger Form relativ instabil und werden für praktische Anwendungen durch u.a. an-
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organische Verbindungen wie Schwefelsäure stabilisiert. Peressigsäure (PES) ist in 100 %i-

ger Form eine hochexplosive, farblose, beißend riechende Flüssigkeit, die in Wasser, niede-

ren Alkoholen, Ketonen und Estern löslich ist. Lösungen von <10% gelten als nicht explosiv, 

sie weisen jedoch nur eine geringe Haltbarkeit auf. Die PES ist ein chemisches Gleichge-

wichtssystem der Komponenten Essigsäure, Wasserstoffperoxid, Wasser und Peressigsäure 

(JENTSCH, 1978). Bei Lagerung bei Zimmertemperatur müssen die Desinfektionsmittellö-

sungen wöchentlich, bei Lagerung bei 4°C monatlich frisch hergestellt werden (FLEMMING, 

1984). Der optimale Wirkungsbereich der Pressigsäure liegt bei einem pH von 2,5 bis 4. 

Daneben wird PES als ein sehr ökonomisches Desinfektionsmittel angesehen, da nur gerin-

ge Anwendungskonzentrationen (0,001%- 2%ig) notwendig sind und der Preis relativ niedrig 

ist (SPRÖSSIG, 1979). Von Nachteil ist dagegen, dass der reinen PES in Bezug auf Benetz-

barkeit und Penetrationsvermögen Grenzen gesetzt sind (JENTSCH, 1978). PES weist, wie 

alle oxidativen Desinfektionsmittel, ein gute bakterizide und eine schwache fungizide Wir-

kung auf (Bessems, 2003). 

2.2.6 OBERFLÄCHENAKTIVE STOFFE (Tenside) 

Die gemeinsame Eigenschaft aller oberflächenaktiven Substanzen liegt darin, dass sie auf-

grund ihres amphophilen Molekülaufbaus die Oberflächenspannung von Wasser deutlich 

herabsetzen. Diese Stoffgruppe kann unterteilt werden in anionische Netzmittel mit waschak-

tiver Wirkung (Seifen, Detergentien) sowie kationische (quaternäre Verbindungen) und 

amphotere Netzmittel (Amphotenside). Die Gruppe verdankt ihren Namen der Fähigkeit zwi-

schen hydrophoben und hydrophilen Oberflächen zu vermitteln. 

Anionenaktive Netzmittel sind keine Desinfektionsmittel, sondern sind zu den Reinigungsmit-

teln zu zählen. Meist handelt es sich um aliphatische Kohlenwasserstoffe mit einer randstän-

digen COOH-Gruppe. Im sauren Bereich erreichen sie bei 1,9 bis 2,2 pH ihre beste biozid 

Wirksamkeit. Die Anwesenheit von organischen Materialien (Milch, Blut, etc.) kann ihre Wir-

kung beeinträchtigen. Der Wirkmechanismus ist noch nicht endgültig geklärt, jedoch wird an-

genommen, dass es zu einer Inaktivierung bestimmter Enzymsyteme und somit zu einer 

Störung der Permeabilität der Zellmembran kommt. Anionische Detergentien werden in Mi-

schungen mit organischen oder anorganischen Säuren oder Phosphorsäureestern, oft noch 

in Verbindung mit nichtionischen Tensiden in der Milchwirtschaft, der Getränke- und Le-

bensmittelindustrie als sogenannte „Sanitizer“ angewendet. 

Bei den kationischen Verbindungen zeichnen sich neben den höhermolekularen Aminen be-

sonders die quaternären Verbindungen (QUATS) durch ihre antimikrobielle Wirksamkeit aus. 

In der Landwirtschaft werden die quaternären Verbindungen allein wegen ihres hohen Ei-

weißfehlers nur wenig eingesetzt, dafür sind sie aber in vielen Kombinationspräparaten ent-
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halten. Sie besitzen ein relativ breites Wirkungsspektrum, wobei der Effekt gegen gramposi-

tive Bakterien im Allgemeinen besser ausgeprägt ist als gegen gramnegative Bakterien. My-

kobakterien und Sporen werden jedoch nicht erfasst, und gegen Pilze entwickeln quaternäre 

Ammoniumverbindungen vor allem eine fungistatische Wirkung (BÖHM, 2002). Ihr Wir-

kungsmechanismus besteht in einer Zerstörung von Lipidmembranen und der Inaktivierung 

empfindlicher Enzyme, die auf einer teilweise reversiblen Komplexbildung mit diesen Protei-

nen beruht. Quaternäre Ammoniumverbindungen werden als Zusatzwirkstoff bei Haut- und 

Händedesinfektionsmitteln verwendet. Sie werden auch in der pharmazeutischen, kosmeti-

schen und in der Lebensmittelindustrie zur Desinfektion von Flächen in Produktionsräumen 

im Rahmen von „Sanitizing“-Programmen eingesetzt. 

Amphotere Verbindungen, die seit Jahrzehnten als „Tego-Tenside“ im Handel sind, bilden 

als Aminosäuren im Wasser Kationen, Anionen und sogenannte „Zwitterionen“ (positiv und 

negativ geladen). „Tego“ ist eine gelbliche bis honiggelbe Flüßigkeit, die mit Wasser misch-

bar ist. Der wirksamste Desinfektionsbereich liegt zwischen pH 5 und 9. Die desinfizierende 

Wirksamkeit der Amphotenside ist unter Proteinbelastung und in Anwesenheit von anioni-

schen und nichtionischen Tensiden herabgesetzt. 

2.2.7 PHENOL und PHENOLDERIVATE  

Nachdem durch die Einführung von Alkylketten, Arylresten und Halogen wesentlich potente-

re Desinfektionsmittel als das ursprüngliche Phenol geschaffen wurden, spielen heute ein-

gentlich nur noch Phenolderivate eine Rolle als Desinfektionsmittel. 

Phenol (C6H5OH) ist eines der ältesten Desinfektionsmittel. Es handelt sich um eine farblose, 

kristalline Substanz, die sehr charakteristisch riecht und auf der Haut ätzende Eigenschaften 

aufweist. Phenole sind in Alkohol, Aceton und in Glycerin löslich. Diese Stoffgruppe besitzt 

als chemische Grundstruktur einen Benzolring. Zu ihr gehören die Phenole, die halogenier-

ten Phenole und die Kresole. Das Wirkungsoptimum liegt im sauren pH- Bereich. Die Aktivi-

tät der Phenole kann durch Alkoholzusatz und durch Halogenierung gesteigert werden. 

Mehrfach halogenierte Verbindungen sind wirksamer und ihre Aktivität steigt mit zunehmen-

dem Atomgewicht des Halogens. Ein gebräuchlicher Vertreter der Phenolderivate ist das 

Kresol (C7H8O, Methylphenol), das als o- Kresol, m- Kresol oder p- Kresol vorliegen kann. 

Phenole und Phenolderivate wirken als sogenannte Protoplasmagifte, die vorwiegend mit 

Proteinen reagieren. Halogenierte Phenole und Kresole besitzen nach SCHLIESSER (1981) 

eine bakterizide (nicht sporozide), fungizide und beschränkt viruzide Wirkung. 
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Phenole spielen jedoch als Desinfektionsmittel heutzutage kaum noch eine Rolle. Kresole 

werden zum Teil zur Händedesinfektion und zur Scheuerdesinfektion (Grob- und Flächen-

desinfektion) verwendet. 

2.2.8 BIGUANIDE UND POLYMERISIERTE BIGUANIDE  

Hierzu zählen Alexidin, Chlorhexidin und polymerisierte Biguanide. Chlorhexidin 

(C22H30Cl2N10) ist ein weißes, kristallines, geruchloses Pulver, das in Wasser unlöslich ist. Als 

Chlorhexidingluconat hingegen löst es sich vollständig in Wasser und wird als Salz häufig 

eingesetzt. Die Desinfektionskraft hat ihr Wirkoptimum bei pH 5 bis 8. Es ist unverträglich mit 

anionischen Detergentien und anorganischen Anionenverbindungen und verliert seine desin-

fizierende Wirkung bei Temperaturen über 70°C. In niedrigen Konzentrationen führt Chlorhe-

xidingluconat zu einer Bakteriose und erst bei 500 bis 2000 fach höheren Konzentrationen ist 

von einem bakteriziden Effekt auszugehen. Obwohl es ein breites antibakterielles Wirkungs-

spektrum aufweist, ist die viruzide Wirksamkeit begrenzt und die Wirkung gegenüber Sporen 

und Mykobakterien als nicht ausreichend zu bezeichnen.  Von Seiten des Wirkungsmecha-

nismus geht man davon aus, dass der Wirkstoff an der Zelloberfläche adsorbiert und in Fol-

ge die Funktion der Zytoplasmamembran schädigt. Anwendung findet Chlorhexidingluconat 

in wässriger oder alkoholischer Lösung zur präoperativen Hautdesinfektion. Die Alexidine 

werden als Mittel zur Munddesinfektion eingesetzt.   

 

2.2.9 SCHWERMETALLE  

Die schweren Metalle sind wegen sogenannter oligodynamischer Effekte tödlich für Bakteri-

en bei niedrigeren Konzentrationen. Zu dieser Stoffgruppe zählen unter anderem anorgani-

sche und organische Quecksilber-Verbindungen (z.B. Mercurichlorid:HgCl2) und organische 

Zinnverbindungen (Organozinnverbindungen). Sie wirken nach SCHLIESSER (1981) bakte-

rizid und fungizid. Früher spielten sie in der Therapie und bei der Desinfektion eine führende 

Rolle, heute sind sie aber wegen ihrer hohen Toxizität und ihrer Reaktionsfreudigkeit mit Ei-

weißen weitgehend von anderen Mitteln verdrängt worden. 

 

2.3 Anforderungen an chemische Desinfektionsmittel 

Die Desinfektion mit chemischen Substanzen unterliegt zahlreichen Einflußfaktoren, die vom 

Milieu oder dem zu desinfizierenden Objekt ausgehen. Gleichzeitig kann die Anwendung 

dieser Stoffgruppen zu Schäden bzw. Belastungen von Pflanzen, Tieren, Menschen und der 
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Umwelt führen. Aus diesen Überlegungen heraus wurde von verschiedenen Autoren eine 

Reihe wünschenswerter Anforderungen an Desinfektionsmitteln gestellt, die wie folgt zu-

sammengefasst weden können (WEUFFEN und PRIVORA, 1972; SCHLIESSER, 1981; 

STEUER, 1983; FLEMMING, 1984; LUTZ-DETTINGER, 1983; KIRCHHOFF, 1969): 

 

• Breites Wirkungsspektrum 
 
• Rasche und irreversible Wirkung in der Gebrauchskonzentration 
 
• Geringer Wirkungsverlust durch Milieueinflüsse (Eiweiß, Kot, pH-Verschiebungen) 
 
• Gute Wirksamkeit in allen unter natürlichen Bedingungen auftretenden Temperaturberei-

chen 
 
• Gleichbleibende Zusammensetzung (Stabilität des Konzentrates und der Gebrauchslö-

sung)  
 
• Unschädlichkeit für Mensch, Tier und Umwelt während und nach der Anwendung 
 
• Gute Anwendungseigenschaften (Reinigungseffekt, Benetzungsfähigkeit, gutes Durchdrin-

gungsvermögen) 
 
• Geruchsarmut 
 
• Materialverträglichkeit 
 
• Wirtschaftlichkeit. 

 

Kaum ein Desinfektionsmittel wird allen dieser Anforderungen gerecht. Daher müssen für die 

Anwendung in der Praxis Kompromisse geschlossen werden zwischen unabdingbaren und 

erwünschten Anforderungen (SCHLIESSER, 1981). 

 

2.4 Einflußfaktoren auf die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln 

Im Wesentlichen hängt der Erfolg der Desinfektion ab von: 

1. der Art und Menge der Mikroorganismen, 

2. der Konzentration des Desinfektionsmittels und 

3. der Einwirkungszeit des Desinfektionsmittels. 

Zudem sind unter Praxisbedingungen Milieufaktoren (SCHLIESSER, 1975) wie die organi-

sche Belastung, der pH-Wert, die Temperatur, die Materialbeschaffenheit und die Feuchtig-

keit zu beachten, die in ihrer unterschiedliche Zusammensetzung die Wirksamkeit 

chemischer Desinfektionsmittel u.a. erheblich beeinflussen können. 
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- Art und Grad der Verschmutzung 

Verschiedene Schmutzstoffe, wie z. B. Exkrete, Sekrete, Blut, Futtereiweiß und Staub kön-

nen die mikrobizide Wirkung von Desinfektionsmitteln reduzieren, (WALHÄUSSER, 1984). 

Diese Stoffe bilden schützende Hüllen für den Mikroorganismus oder auch antimikrobiell un-

wirksame Komplexe mit dem Desinfektionsmittel (WILLINGER, 1972). 

Allgemein ist die benötigte Menge eines Desinfektionsmittels unter „schmutzigen“ Bedingun-

gen höher als bei einer „sauberen“ Umgebung. Eine von vielen Untersuchern zur Charakteri-

sierung der Wirkung chemischer Desinfektionsmittel unter Einfluß organischer Milieufaktoren 

verwendete Substanz ist das Rinderserum. Die Zugabe von Rinderserum zu dem Reakti-

onsgemisch aus Testmikroorganismen und Desinfektionsmittel führte je nach verwendetem 

Desinfektionsmittel zu unterschiedlich hohen Wirksamkeitsverlusten (Eiweißfehler) (WEIN-

HOLD, 1971). Hinsichtlich dieses Fehlers verhalten sich die verschiedenen, bei der Stalldes-

infektion gebräuchlichen Desinfektionswirkstoffe unterschiedlich (SCHLIESSER, 1981; 

WILLINGER, 1983) (Siehe Abb. 1).   

  

 

    gering   Phenole 

       Alkalien 

       Aldehyde 

    mittel   Amphotäre Verbindungen 

       Perverbindungen 

       Halogene 

hoch   Quaternäre Verbindungen 

 
 

Abbildung 1: Höhe des Eiweißfehlers von verschiedenen Desinfektionsmitteln in Anwesen-
heit von Rinderserum 

 

 

- Wasserhärte des Verdünnungswassers 

Einfluss auf die Wirksamkeit hat auch die Härte des zur Verdünnung der Desinfektionsmittel 

verwendeten Wassers (LÄCHELE, 1990). Unter Verwendung von hartem Wasser konnte bei 

Aldehyden eine 20 bis 30 %ige Verkürzung der Abtötungszeiten und bei Phenolen eine Ver-

längerung derselben im Vergleich zu Aqua bidestillata festgestellt werden. Unter Kenntnis 

dieser Verhältnisse wird z.B. für Wirksamkeitsprüfungen von Desinfektionsmitteln Wasser mit 

einer standardisierten Härte verwendet.  

Eiweißfehler 
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- pH- Wert der Desinfektionsmittellösung 

Entscheidender noch als die Wasserhärte ist der pH- Wert des Reaktionsgemisches. Die für 

einzelne Desinfektionsmittel optimalen pH Bereiche sind in Tabelle 1 dargestellt.  

Tabelle 1: pH- Optimum einiger ausgewählter Desinfektionswirkstoffe (WALLHÄUSSER, 
1988). 

Desinfektionsmittel  Optimaler pH- Bereich 

Formaldehyd 3 bis10 

Glutaraldehyd 5 bis 8,5 (7,5 bis 8,5 optimale bakterizide Wir-
kung) 

Organische Säuren 2 bis 3 

Quaternäre Verbindungen 5 bis 9 

Phenol und Derivate 2 bis 3 

 

- Temperatur 

Nach zahlreichen Autoren ist die Umgebungstemperatur (z.B. Desinfektion von Tierställen im 

Winter) von großer Bedeutung für die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln (WALLHÄUSER 

1988; THIEL 1977a; WEUFFEN 1973). 

PES wies den geringsten Temperaturfehler auf (BREMER, 2003). PES ist zwischen 37°C 

und -15°C mikrobizid wirksam und bei Minustemperaturen allen anderen Desinfektionsmit-

teln überlegen (THIEL, 1977a). Andere Autoren stellten fest, dass niedrige Temperaturen die 

Wirksamkeit der PES nicht vermindern (STELLMACHER et al., 1973; SCHLIESSER und 

WIEST, 1979). Es ist seit langem bekannt, dass durch eine Erhöhung der Temperatur eine 

Steigerung der desinfizierenden Wirkung und durch eine Absenkung der Temperatur eine 

Abnahme der Wirkung eintritt (SCHLIESSER, 1981). Verschiedene Stoffklassen zeigen un-

terschiedliches Temperaturverhalten. So ist Natronlauge bei 4°C ebenso wirksam wie bei 

12°C, während Formalin bei 4°C unwirksam wird (SCHLIESSER, 1981). Andererseits sollen 

Jod, Chlor und sauerstoffabspaltende Desinfektionsmittel nicht erwärmt werden, da sie sich 

zersetzen können (BÖHM und STRAUCH, 1987). 

Was den Einfluss der Temperatur auf die Wirksamkeit der Desinfektionsmittel betrifft, liegen 

zahlreiche Untersuchungen vor. Nach den wesentlichen und gut bestätigten Ergebnissen 

haben niedrige Temperaturen einen z.T. erheblichen negativen Einfluss auf die Wirksamkeit 

von Aldehyden, Phenolen, quaternären Ammoniumverbindungen, Amphotensiden und orga-

nischen Säuren. PES und Phenole wurden dagegen bei niedrigen Temperaturen in ihrer 

Wirksamkeit nicht beeinflusst. Höhere Temperaturen zeigten dagegen bei allen Desinfekti-

onsmitteln einen förderlichen Effekt (SCHLIESSER, 1981; BREMER, 2003). 
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- Art und Beschaffenheit des zu desinfizierenden Materials (z.B. Holz, Metall) 

Bei Beachtung der bisher angeführten Faktoren ist im Laborversuch auf glatten Flächen ein 

guter Desinfektionserfolg zu erzielen. Rauhe Flächen lassen sich dagegen sehr schwer er-

folgreich desinfizieren (WILLINGER, 1972). Unter Praxisbedingungen laufen die Desinfekti-

onsmittelllösungen an vertikalen, glatten Flächen rasch ab, woraus gegebenfalls eine 

Verkürzung der Einwirkungszeit und somit ein ungenügender Desinfektionseffekt resultiert, 

während poröse, saugfähige Materialien zu einem gewissen Speichereffekt mit erwünschter 

Langzeitwirkung führen können (SCHLIESSER, 1975). 

 

- relative Luftfeuchtigkeit und Luftbewegung 

Was die Luftfeuchtigkeit und Luftgeschwindigkeit anbetrifft, wird davon ausgegangen, dass 

eine hohe Luffeuchtigkeit die Diffusion in die Stallbauelemente und damit die Tiefenwirkung 

des Mittels erhöht. Eine hohe Luftgeschwindigkeit senkt dagegen unter Umständen durch 

Abkühlung der Oberfläche den Desinfektionseffekt (THIEL, 1977b). Durch niedrige Luftfeuch-

tigkeit kann es, insbesondere bei poröser Oberflächenbeschaffenheit, zu einer hohen Ver-

dunstungsrate der Desinfektionsmittellösung kommen (THIEL, 1977c). Entsprechend ist dem 

negativen Einfluß niedriger Luftfeuchtigkeit und hoher Luftgeschwindigkeit nach STRAUCH 

(1987) durch Ausschalten der Lüftung und Schließen der Fenster und Türen während der 

Einwirkzeit entgegen zu wirken. 
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2.5 Wirkungsmechanismen und Anwendungsgebiete 

Die Desinfektionsmittelwirkstoffe gehören chemisch sowohl zu den anorganischen Stoffen 

als auch zu den organischen Chemikalien (STEIGER, 1986). Ein wichtiger Vertreter ist For-

maldehyd, welches gegen Bakterien, Bakteriensporen, Pilze und Viren wirkt. Dabei reagiert 

es mit Carboxyl-, Amino-, Hydroxyl- und/oder Sulfhydryl- Gruppen der Zellproteine sowie mit 

Nukleinsäuren. Der Wirkungsmechanismus beruht auf Zerstörung von Bestandteilen der 

Zellwand und Behinderung des Stoffwechsels. Ein Nachteil der Aldehyde ist die starke Tem-

peraturabhängigkeit ihrer Wirkung (optimale Wirkung über 18°C). Aldehyde zeichnen sich 

durch ihre Wirtschaftlichkeit aus, sind biologisch gut abbaubar und besitzen eine gute Mate-

rialverträglichkeit. Dies hat seine Ursache darin, dass Formaldehyd in Verbindung mit Was-

ser Methylolgruppen bildet, wobei je Molekül zwei chemisch identische reaktionsfähige 

Gruppen entstehen.  

Der Wirkungsmechanismus der Alkalien beruht vor allem auf dem hohen pH- Wert. Dadurch 

wird die Zellwand der Bakterien zerstört, wobei die Phosphorsäureester der Lipoide verseift, 

die Säureamidbindungen der Peptide hydrolysiert und die Eiweiße denaturiert werden 

(Schliesser, 1981). 

Anorganische Säuren, wie Salzsäure und Schwefelsäure, dissoziieren in wässriger Lösung 

bis zu 90%. Die freigesetzten Protonen reagieren intensiv und irreversibel mit einer Reihe 

organischer und anorganischer Verbindungen unter Ausbildung von kovalenten Bindungen. 

Deshalb wirken diese starken dissoziierenden Mineralsäuren stark korrosiv und werden des-

halb in der Praxis selten zur Desinfektion eingesetzt. Organische Säuren wie Ameisen- und 

Essigsäure dissoziieren mässiger und gelten als umweltfreundlicher, weshalb meistens or-

ganische Säuren zur Desinfektion eingesetzt werden. Der Hauptanwendungsbereich liegt bei 

der Konservierung von Lebensmitteln. Die Wirkungsweise beruht auf dem Dissoziationsver-

mögen: der lipophile undissoziierte Säureanteil zerstört Zellmembranen, hemmt Stoffwech-

selenzyme und bewirkt eine Denaturierung von Proteinen.  

Die wichtigsten Vertreter der Sauerstoffabspalter sind Wasserstoffperoxid und die Peressig-

säure. Der Wirkungsmechanismus besteht in der Oxidation von Sulfhydrylgruppen in Ei-

weißmolekülen der Kapsidproteine, was zu deren Denaturierung führt. Peressigsäure wird in 

fast allen Anwendungsgebieten eingesetzt. Im Umgang mit PES ist höchste Vorsicht gebo-

ten, da es in reiner Form Verätzungen verursacht, stark schleimhautreizend ist und einen 

stechenden Geruch besitzt.  

Oberflächenaktive Verbindungen haben eine reinigende Wirkung und ein relativ breites Wir-

kungsspektrum. Der Wirkungsmechanismus der quaternären Ammoniumverbindungen be-
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ruht auf elektrostatischen Interaktionen mit Phospholipiden, reversibler Komplexbildung mit 

essentiellen Zellproteinen und Zerstörung des Zellmilieus.  

Halogene wirken gut gegen Bakterien, Viren und Pilze. Wichtig sind Chlor und Jod bzw. Ver-

bindungen, aus denen sie abgespalten werden. Sie reagieren mit oxidierbaren Aminosäuren 

von Zellproteinen. Heutezutage ist Hypochlorit im Human-hygienischen Bereich, wozu auch 

Schwimmbecken gehören, und bei der Herstellung von bestimmten industriellen Produkten 

als Desinfektionsmittel unentbehrlich. Die Wirkungsweise der Jodverbindungen beruht auf 

der starken Oxidationskraft des Jods, die eine Proteindenaturierung bewirkt. 

Alkohole werden aufgrund ihrer schnellen Wirkung und der geringen Toxizität bei üblichen 

Anwendungskonzentrationen, mit Ausnahme des Methanols, für die Haut- und Händedesin-

fektion sowie als Konservierungsmittel in Lebensmitteln, Arzneimitteln und Kosmetika ver-

wendet. Ihre Wirkung beruht auf der Denaturierung von Proteinen. 

Nachfolgend wird ein zusammenfassender Überblick über die Wirkungsmechanismen, Wir-

kungsbereiche, Vorteile, Nachteile sowie die Anwendungsbereiche ausgewählter Stoffklas-

sen von chemischen Desinfektionsmitteln gegeben (Tabelle 2). 
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2.6 Prüfprinzipien und Vorschriften für die Viruzidieprüfungen  

Im Jahr 1881 publizierte Robert Koch als Erster ein Testverfahren zur Wirksamkeitsbestim-

mung von Desinfektionsmitteln. Seit dieser Zeit wurde ein umfangreiches Methodenspektrum 

entwickelt, das sich aber im Wesentlichen auf zwei verschiedene Testprinzipien reduzieren 

lässt. Diese werden durch die Prüfung von Desinfektionsmitteln an in diversen flüssigen Me-

dien suspendierten oder an verschiedenen Oberflächen anhaftenden Mikroorganismen rep-

räsentiert. Bedeutende Variationen stellen darüberhinaus die verwendeten 

Belastungssubstanzen, die Prüftemperaturen und natürlich das verwendete Spektrum an 

Testmikroorganismen dar. Im Folgenden werden anhand der Viruzidieprüfung die bestehen-

den Methoden skizziert. 

 

2.6.1 Suspensionsversuche 

Eine Bestimmung der viruziden Wirkung im Suspensionsversuch wird seit vielen Jahren 

durchgeführt. Bei dieser Technik wird eine Testvirussuspension mit definiertem Titer mit Ver-

dünnungen von Desinfektionsmitteln gemischt und nach unterschiedlichen Einwirkungszeiten 

entnommene Proben auf Induktion virusspezifischer zytopathischer Effekte in der Zellkultur 

überprüft.  Um praxisnahe Bedingungen zu simulieren, fügt man zur Belastung eine Eiweiß-

lösung zur Virussuspension hinzu. Die Untersuchung kann qualitativ oder quantitativ erfol-

gen.  

WEINHOLD und KÖHLER (1971) zeigten, dass mit der Suspensionsmethode gut beurteilbar 

ist, ob ein Desinfektionsmittel unter optimalen Bedingungen wirksam ist oder nicht. Ergebnis-

se aus Suspensionsversuchen sind gut reproduzierbar (MAHNEL, 1974). Darüber hinaus 

erfordert der Suspensionsversuch nur geringen experimentiellen Aufwand, lässt jedoch pra-

xisnahe Aussagen nicht zu. Im Rahmen der Prüfrichtlinien der DVG erfüllt der Suspensions-

versuch den Zweck die generelle Wirksamkeit der Prüfsubstanzen zu belegen und 

gleichzeitig Informationen über einen möglicherweise bestehenden Eiweißfehler zu liefern 

(McDUFF, 1976).  

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Suspensionsversuche vorwiegend der Bestim-

mung der generellen Wirksamkeit einer Prüfsubstanz dienen. Nur beschränkt werden Ergeb-

nisse derartige Untersuchungen als Grundlage für die Abgabe einer Empfehlung für die 

Praxis verwendet. Weitaus häufiger noch dienen Suspensionsversuche für vergleichende 

Wirksamkeitsstudien verschiedener biozider Stoffgruppen oder dem Studium diverser Mi-

lieueinflüsse wie z.B. der Temperatur auf den Desinfektionsmittelerfolg (BUEREN, 1995; 

BREMER, 2003). 



22 Literatur  
 

2.6.2 Keimträgerversuche 

Im Keimträgerversuch wird eine definierte Menge eines Virus auf eine definierte Fläche des 

Trägers aufgebracht. Nach der Antrocknung über eine vorgeschriebene Antrocknungszeit 

oder bis das Virus vollständig angetrocknet ist, wird der Träger dem Desinfektionsmittel aus-

gesetzt. Nach der Kontaktzeit des Desinfektionsmittels wird die Reaktion gestoppt und die 

Restvirusinfektiosität quantitativ bestimmt. Durch Keimträgerversuche sollen Praxisbedin-

gungen simuliert werden, dies aber unter möglichst standardisierten Bedingungen. MAHNEL 

und KUNZ (1976). An Träger für Viren werden besondere Anforderungen gestellt. Sie sollten 

möglichst aus einem Material bestehen, das im Stallbereich bei natürlicher Kontamination 

eine Quelle für Infektionen sein kann. Ferner muss das Trägermaterial chemisch inert sein, 

damit die gegenüber chemischen Einflüssen relativ empfindlichen Viren nach der Beschi-

ckung des Trägers nicht inaktiviert werden. Drittens sind nur Keimträger geeignet, von denen 

nach Abschluss des Versuches anhaftendes Virus in hoher Quantität reisolierbar ist. Je nach 

Fragestellung wurden über die Verwendung verschiedenster Keimträger berichtet, z.B. Holz-

plättchen, Metalle, Glas, Gummi, Glaspapier,Makrolon usw.. Die große Vielfalt verwendeter 

Keimträger dokumentiert die große Auswahl der im Bereich der Desinfektion bestehenden 

Fragestellungen. Beispielsweise dienten nach der französischen Norm NF T 72 – 281 der 

nationalen Normungsinstitution (AFNOR, 1981 und 1989), Uhrglasschälchen, Metallscheiben 

und Kunststoffplättchen als Keimtäger für den Lebensmittelbereich. GREUEL (1963) ver-

wendete Holzkeimträger bei Versuchen zum Nachweis von Unterschieden bei der Verwen-

dung glatter und rauer Keimträger- Oberflächen. Zur Bestimmung der viruziden Wirkung auf 

Newcastle-Disease-Virus an Oberflächen verwendete KIRCHHOFF (1968) 1 cm2 große 

Scheibchen Agar-Agar (2%ig), Eischalen- und Zellstoffstücke, die durch einlegen in virushal-

tiger Amnion- Allantois- Flüssigkeit kontaminiert wurden. 

STELLMACHER (1969) berichtet über einen qualitativen Holzkeimträgerversuch mit dem 

NDV- Stamm „Berlin 28“. MAHNEL und KUNZ (1976) führten Versuche mit Keimträgern wie 

Eischalen, Mullläppchen, Holzspänen und Zementplättchen mit einer Oberfläche von jeweils 

2 cm2 durch, die mit den Testviren ECBO-Virus, Stamm „LCR- 4“, dem Hepatitis Contagiosa 

Canis-Virus (HCC) Stamm „Behring“, dem Newcastle Disease-Virus, Stamm „California“ und 

dem Vaccinia-Virus Stamm „Elstree“ beschickt worden waren. Im Vordergrund der Versuche 

stand die Frage nach der Eignung der Keimträger zur Bestimmung der Wirksamkeit von Des-

infektionsmitteln. Von Seiten der Rückgewinnung des Testvirus von den Keimträgern erfüll-

ten je nach verwendetem Virus lediglich Holzspäne, Mullläppchen und Eischalen die 

Anforderungen nach einer Dokumentation der Virusinaktivierung über mehrere Zehnerpoten-

zen. 
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Nach verschiedenen physikalischen Eigenschaften wählte WEINHOLD (1971) Keimträger für 

Versuche mit dem NDV aus (Verbandmull, Hühnereischalen, 2% iger Agar-Agar, Glas und 

Holz mit und ohne Zugabe von 40% inaktivierten Rinderserum). Mullträger besaßen eine 

raue Oberfläche, eine gute Saugkraft und einen niedrigen Feuchtigkeitsgehalt. Hühnerei-

schalen sind charakterisiert durch ihren niedrigen Feuchtgkeitsgehalt und ihre poröse Ober-

fläche, die eine gute Saugkraft aufweist. 2% Agar-Agar hat eine glatte Oberfläche und  

bestizt eine mittlere Saugkraft bei hohem Wassergehalt. Glas hat dagegen eine glatte Ober-

fläche und unterscheidet sich von allen anderen genannten Materialien durch die entweder 

fehlende Saugkraft oder den fehlenden Feuchtigkeitsgehalt. Holz hat eine rauhe Oberfläche, 

große Saugkraft und einen mittleren Feuchtigkeitsgehalt. Alle Versuche unter Verwendung 

dieser Keimträger erfolgten im Rahmen von Versuchen zur Standardisierung von Desinfekti-

onsmittelprüfungen. 

Auch die zahlreichen Versuche von Reuter mit Keimträgern aus Aluminium, Keramik, Holz 

(REUTER, 1978) und Polyethylen (HANEKE, 1991) sind unter die Fragestellung von Stan-

dardisierungsbemühungen im Rahmen der Entwicklung eines Keimträgertests für den Le-

bensmittelbereich einzuordnen. Weiterhin wurde durch Experimente belegt, dass die 

Antrocknung an Oberflächen einen Einfluß auf die Stabilität der Keime haben kann. Am Bei-

spiel des Poliomyelitisvirus durch Antrocknung in einer feuchten Kammer war eine optimale 

Rückgewinnung möglich. Unter offenen Raumbedingungen war die Rückgewinnungsrate 

deutlich niedriger (SPICHER, 1997).  Aus derartigen Versuchen wird geschlussfolgert, dass 

bei Keimträgerversuchen generell mit einem z.T. erheblichen Verlust an vermehrungsfähigen 

Mikroorganismen während der Antrocknung an die Träger zu rechnen ist und somit in der 

Regel nur ein bestimmter Anteil der auf dem Träger haftenden Mikroorganismen reisolierbar 

und damit nachweisbar wurde (SPICHER, 1997). In Deutschland sind Keimträgerversuche 

fester Bestandteile der Prüfrichtlinien der DVG. Zur Prüfung der viruziden und bakterizi-

den/fungiziden Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln für den Tierhaltungbereich dienen 

Keimträger aus Holz und Verbandmull. Es ist abzusehen bzw. bereits entschieden, dass 

Keimträgerversuche auch in die europäschen Normen integriert werden. 

 

2.6.3 Testviren 

Zum Studium der Viruswirksamkeit von Desinfektionsmitteln dienten im Rahmen spezifischer 

Fragestellungen, wie z.B. die Prüfung der Wirksamkeit von Branntkalk auf in Dunghaufen 

befindlichem MKS – Virus, zahlreiche Virusarten als Prüfvirus. Das in der Prüfrichtlinien be-

schriebenen das Spektrum an Virusarten war hingegen wesentlich begrenzter. Nach den 

französischen Vorgaben (AFNOR, 1989) dienten das MKS - Virus, das Virus der Hepatitis 

Contagiosa Canis, das Canine Parvovirus und das bovine Parvovirus als Testvirus, in 
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Deutschland dienten nach den DVG Richtlinien (ANONYM, 2001) ECBO- Virus, Reovirus 

Typ 1, Vacciniavirus und Newcastle Disease Virus als Testvirus. 

Entscheidend für die Auswahl von Testviren ist ihre Tenazität. Die Tenazität ist als Überle-

bensfähigkeit und Erhaltung der Vermehrungsfähigkeit von Viren unter bestimmten äußeren 

physikalischen und chemischen Bedingungen oder Einflüssen zu definieren (SPROCKHOFF 

et al. 1984). Die Tenazität wird im Wesentlichen vom Aufbau des Virus bestimmt  (ROLLE 

und MAYER, 2002). Wird nur einer der für das Eindringen eines Virus in Zellen und für seine 

Vermehrung notwendigen Bestandteile (Nukleinsäure, Kapsidproteine, Lipide oder Proteine 

der Hülle) durch physikalische oder chemische Noxen entscheidend geschädigt oder verän-

dert, verliert das Virus seine Infektiosität.  

Chemisch- physikalische Parameter mit bedeutendem Einfluss auf die Tenazität von Viren 

sind in Tabelle 3 aufgelistet (ROLLE und MAYER, 2002). 

Tabelle 3: Einflüsse auf die Tenazität der Viren 

  Stabilitätsfördernd Stabilitätsmindernd 

Niedrige Temparaturen (< 10°C) Hohe Temparaturen 

Trocknung Feuchtes Milieu 

Optimaler pH (6-8) PH sauer oder alkalisch 

Hohe Viskosität Proteinarme Lösung 

Proteinhaltige Lösung UV-Strahlen, Tageslicht 

Zellgebundenheit Ionisierende Strahlen 

Pökelung, Salzung Thermische Beugung 

 

 

2.6.3.1 Steckbriefe der für die vorliegenden Untersuchungen verwendeten Virusarten 

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden die unter aufgeführten Virusarten im 

Versuch zur Eignung als Testvirus einbezogen. 

2.6.3.1.1 ECBO-Virus (enteric cytopathogenic bovine orphan virus) 

ECBO- Virus gehört der Familie Picornaviridae und dem Genus Enterovirus an. Das Virus ist 

unbehüllt, weist einen Durchmesser von ca. 20-25 nm auf und besitzt als Genom eine ein-

strängige RNA. Bisher sind zwei Serotypen der Bovinen Enteroviren (BEV) bekannt, das Bo-

vine Enterovirus 1 und 2. Obwohl BEV relativ häufig im Darmtrakt, Respirationstrakt und 

Geschlechtsapparat von Rindern auftritt, konnte bisher kein eindeutiges Krankheitsbild zu-

geordnet werden (GRANZO, 2000). 



Literatur  25  

 

Das Virion enthält 4 Hauptstrukturproteine. Die thermische Inaktivierung bei 56 °C verläuft 

langsam (TAYLOR et al., 1974). Nach MODROW und FALKE (1997) können sie als freie 

Partikel in der Umwelt relativ lange überdauern. Gegenüber chemischen Desinfektionsmitteln 

zeigen alle Picornaviridae eine für Viren hohe Widerstandsfähigkeit (MAHNEL, 1976). Am 

besten werden sie durch Präparate auf der Basis von Aldehyden oder Persäuren, aber auch 

durch starke Laugen und freies Chlor in ausreichender Konzentration inaktiviert. Oberflä-

chenaktiven Verbindungen widerstehen die unbehüllten Picornaviridae ausnahmlos (ROLLE 

und MAYER, 2002). Das Virus vermehrt sich in permanenten Zellkulturen mit hohem Titer. 

Das Virus ist kein Zoonoserreger (BREMER, 2003; SOULIER, 2005; YILMAZ, 2001).  

 

2.6.3.1.2 Vaccinia- Virus 

Vaccinia- Virus gehört zur Familie der Poxviridae und weist einen Durchmesser von 240x300 

nm auf. Das Virus ist ein behülltes Virus mit einer doppelsträngigen DNA und kann in Vero-

Zellkulturen mit hohem Titer verwendet werden. Das Vaccinia- Virus ist als Impfvirus für die 

frühere Pockenschutzimpfung des Menschen der bekannteste Vertreter der Familie der Pox-

viridae. In der Umwelt sind die Pockenviren sehr widerstandsfähig, wenn sie zellgebunden 

und durch Proteine geschützt vorliegen.  

Nach ROLLE und MAYER (2002) können sie im angetrockneten Zustand Monate infektiös 

bleiben und über weite Strecken verschleppt werden. Die Haltbarkeit von Virusproben be-

trägt bei 4 °C Wochen, eingefroren (-15 °C und niedriger) Jahre; sogar bei Raumtemperatur 

überdauern sie mehrere Tage ohne Infektiositätsabfall. Die lipidhaltige Hülle macht die Po-

ckenviren aber labil gegenüber extremen pH-Werten (unter 6 und über 9), Fettlösemitteln, 

oberflächenaktiven Vebindungen , Detergenzien, Säuren und Laugen. Zur Desinfektion aller 

Pockenviren eignen sich oberflächenaktive Präparate mit Aldehyden Oxidanzien und Halo-

genverbindungen und auch organische Säuren (MAHNEL, 1987; ROLLE und MAYER, 

2002).  

 

2.6.3.1.3 Equines Arteritis-Virus (EAV) 

Das EAV ist ein ca. 50 bis 70 nm großes, behülltes Virus mit einer einsträngigen RNA und 

gehört zur Familie der Arteriviridae. Das Virus vermehrt sich in permanenten Zellkulturen mit 

hohem Titer. Das EAV wurde aufgrund von Untersuchungen über die Struktur und Replikati-

on der genomischen RNA als einziges Genus der Familie Arteriviridae zugeordnet (ROLLE 

und MAYER, 2002). Die Vermehrung verläuft mit einem ZPE und ist in Pferde-, Affen-, Ka-

ninchen-, Esel-, Zebra- und Hamsternierenzellen sowie in einigen permanenten Zelllinien 
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(BHK-21) möglich. In der Suspension ist das EAV wesentlich weniger widerstandsfähig als 

ECBO-Virus (BREMER, 2003). 

2.6.3.1.4 Newcastle Disease-Virus (NDV) 

Das Newcastle Disease Virus ist ein aviäres Paramyxovirus Typ 1 (APMV-1). Die Größe des 

Virus beträgt 150-300 nm. Es besitzt eine einsträngige RNA und gehört zur Familie der Pa-

ramyxoviridae. Die Hülle des Virions besteht aus einer Lipidmembran mit glykosilierten Vi-

rusproteinen. Die Vermehrung der Viren findet im Zytoplasma statt, die Reifung erfolgt an der 

Zellmembran durch  Knospung („budding“). Die “Newcastle disease“ (ND) ist eine hochkon-

tagiöse Allgemeininfektion, die unter natürlichen Bedingungen v.a. bei Hühnervögeln zu 

schweren Verlusten führt. Paramyxoviren besitzen eine geringe Tenazität und werden durch 

Fettlösungsmittel und Oxidantien leicht angegriffen (LIESS und KAADEN, 2003), denoch 

bleibt das Virus in natürlichem Milieu (Ei, Fleisch, Muskel, Stuhl) u.U. sehr lange infektiös 

(ROLLE und MAYER, 2002). Die Vermehrung und der Nachweis des NDV erfolgt durch die 

Beimpfung von Bruteiern beziehungsweise von primären Hühnerembryofibroblastenkulturen.  

 

2.6.3.1.5 Bovines Herpes-Virus (BHV)  

Das BHV ist ein 120-200 nm großes, behülltes Virus mit einer doppelsträngigen DNA und 

gehört zur Familie der Herpesviridae. Das Virus vermehrt sich in permanenten Zellkulturen. 

BHV-1 verursacht eine akute, fieberhafte Erkrankung der oberen und mittleren Atemwege 

und hat in landwirtschaftlichen Großbetrieben eine große Bedeutung (LIESS und KAADEN, 

2003). Im Bereich zwischen pH 5-8 kann die Infektiosität bis zu einem Monat erhalten blei-

ben. Ab einer Temperatur von 55 °C wird das Virus schnell inaktiviert.  

 

2.6.3.1.6 Reovirus Typ 1 

Das Reovirus ist ein unbehülltes doppelsträngiges RNA Virus mit einem Durchmesser von 

60-80 nm und gehört zur Familie der Reoviridae. Es vermehrt sich in permanenten Zellkultu-

ren mit hohen Titern. Das Virus ist ein Zoonoseerreger und beteiligt an respiratorischen und 

enteralen Erkrankungen bei Mensch und Tier. Reoviren zeigen eine mittlere Resistenz ge-

genüber Hitze, organischen Solventien und non-ionischen Detergentien. 
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2.6.3.1.7 Bovines Adenovirus Typ 1 

Adenoviren sind unbehüllte Viren mit einem Durchmesser von 70-90 nm sowie einer dop-

pelsträngigen DNA und gehören zur Familie der Adenoviridae. Die Familie ist unterteilt in die 

2 Genera Mastadenovirus, die Adenoviren der Säuger, und Aviadenovirus, die der Vögel 

(ROLLE und MAYER, 2003). Die Säugeradenoviren vermehren sich in permanenten Zellkul-

turen (MDBK- Zellen). Aufgrund ihrer Morphologie und ihrer chemischen Zusammensetzung 

sind sie sehr resistent gegenüber chemischen und physikalischen Einflüssen. Sie bleiben in 

einem weiten  pH-Bereich (pH 3 bis pH 9) infektiös (MONREAL, 1992). Adenoviren können 

Pneumoenteritiden im Alter von 1-6 Monaten hervorrufen, und sind mit dem Rindergrippe-

komplex verbunden (MATTSON, 1973; MOHANTY und DUTTA, 1981).  

 

2.6.4 Belastungssubstanzen 

Besondere Bedeutung, nicht nur im Feld, sondern auch bei experimentellen Wirksamkeits-

prüfungen haben jene chemischen Stoffe, die mit dem Erreger und dem Desinfektionsmittel 

aufgrund ihrer unmittelbaren räumlichen Nähe interagieren können, sogennante Belastungs-

substanzen. Mikroorganismen sind in der Regel in Trägersubstanzen organischer und /oder 

anorganischer Art eingeschlossen oder sie haften an ihnen. Da chemische Desinfektionsmit-

tel einen unmittelbaren Kontakt mit den zu desinfizierenden Keimen benötigen, wird die Des-

infektion erschwert, wenn die Keime sich in Exkreten befinden (SATTAR, 1983). Die 

Herabsetzung der Wirksamkeit in Gegenwart von Blut, Serum, Casein oder anderen Protei-

nen wird als Eiweißfehler bezeichnet. (WALLHÄUSSER, 1984). Die Eiweißmoleküle bede-

cken die Oberfläche der Virusteilchen je nach Eiweißkonzentration mehr oder weniger 

vollständig. 

Im Schrifftum mangelt es nicht an Vorschlägen zur Substitution des chemischen Milieus bei 

der experimentellen Wirksamkeitsprüfung. So wurde z.B. lyophilisiertes Albumin in einer 

Konzentration von 0,1% als Eiweißbelastung für die Desinfektionsmittelprüfung im Hospital-

bereich vorgeschlagen (BECK et al., 1977). So konnte gezeigt werden, dass Chlor einen Ei-

weißfehler besitzt (VAN KLINGEREN, 1982). Auch Kondensmilch-, virushaltige 

Allantoisflüssigkeit- und Gewebebreibelastungen dienten als Eiweißquelle (GREUEL, 1963). 

Im Tierhaltungsbereich wurden Versuche mit 10% Pferdeserum mit 1% Carboxymethylcellu-

lose und fetalem Kälberserum (FKS) in einer Konzentration von 40% als organische Belas-

tung für Keimträgerversuche durchgeführt (KLEINER und TRENNER, 1988; DVG, 2003). 

Nach REUTER (1989) werden drei Kategorien der Eiweißbelastung unterschiede und zwar 

1% Magermilch und 0,03% bovine Albuminlösung als geringe Belastung, 0,2% Albumin als 
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eine mittlere Belastung, 10% Rinderserum sowie 0,5% Rinderalbumin als eine starke Belas-

tung.  

2.6.5 Testtemperatur 

Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Prüftemperatur. Bei niedriger Temperatur laufen die Des-

infektionsvorgänge erheblich langsamer ab als bei höheren Temperaturen (WALLHÄUSSER, 

1984). In den meisten Fällen ist daher eine Steigerung der Wirksamkeit bei höherer Anwen-

dungstemperatur gegeben, wohingegen man im kühlen Bereich, wie z. B. bei 10 °C, einen 

drastischen Wirksamkeitsverlust feststellen kann. Nach SCHLIESSER und STRAUCH 

(1981) ist die Temperaturabhängigkeit der viruziden und mikrobiziden Wirkung von Desinfek-

tionsmitteln bei Temperaturen unter 10 °C zu berücksichtigen. Nach SOMNITZ (1973) sind 

die Phenole bei Temperaturen bis zu – 20 °C voll mikrobizid wirksam. Nach BÖHM (1987) 

und HERBST (1990) muss bei der Anwendung organischer Säure bei tiefen Temperaturen 

nicht nur gegenüber Bakterien, sondern auch gegenüber Viren mit einem Wirksamkeitsver-

lust gerechnet werden. BREMER (2003) hat verschiedene Desinfektionsmittel bei 20, 10 und 

4 °C gegenüber ECBO-Virus und EAV getestet. Von den geprüften Desinfektionsmitteln 

zeigte die Peressigsäure die geringste Beeinflussung ihrer Wirksamkeit durch die Tempera-

tur. Verschiedene weitere Autoren berichten über den z.T. großen Einfluss, den die Umge-

bungstemperatur auf die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln hat.  

 

2.7 Prüfrichtlinien für Desinfektionsmittel in verschiedenen Ländern Europas 
und den USA 

In England sind zwei Institute für die Viruzidieprüfungen im Bereich Tierhaltung zuständig, 

dies ist zum einen das CVL (Central Veterinary Laboratory) in Weybridge und zum anderen 

das “Institute for Animal Health“ in Pirbright. Vorgeschrieben ist ein Suspensionsversuch in 

Anlehnung an den Yeast Suspensionstest der MAFF. Dieser wird mit Eiweiß (inaktivierte He-

fe) und ohne Eiweiß durchgeführt. 1960 veröffentlichte das British Standard Institute (BSI) in 

England eine Methode zur Bestimmung der Wirksamkeit sämtlicher Desinfektionmittel mit 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli und Staphylococcus aureus als Testorganismen. 

 

In Frankreich werden die Normungsaufgaben durch das staatlich eingerichtete Institut     

AFNOR (Association Francaise de Normalisation) bearbeitet. Dort befassen sich u.a. Phar-

mazeuten mit der Wirksamkeitsprüfung. In Frankreich ist für die Viruzidieprüfung im Veteri-

närbereich das französische Landwirtschaftministerium zuständig. Als Prüfviren werden das 
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Virus der Teschen-Talfan-Disease, das Maul- und Klauenseuche- Virus, das Virus der Hepa-

titis Contagiosa Canis, das Canine Parvovirus und das bovine Parvovirus verwendet. 

 

Die Niederländische Kommission für Phytopharmazie veröffentlichte 1974 den 5-5-5- 

Suspensionstest, der als europäische Testmethode einen Vorläufer der späteren europäi-

schen CEN-Normen darstellte. Dabei werden fünf repräsentative Mikroorganismen geprüft. 

In der Anwendungskonzentration musste das Desinfektionsmittel in 5 min eine Reduktion der 

Organismen von 5 log-Stufen erreichen. 

 

In den skandinavischen Ländern wird ähnlich wie in Deutschland sowohl Suspensions- als 

auch Keimträgerversuche zur Bestimmung der mikrobioziden Wirksamkeit von Desinfekti-

onsmitteln vorgeschrieben.  

 

In einigen Ländern existieren keine Prüfrichtlinien für die Wirksamkeitsprüfung eines Desin-

fektionsmittels. Als Beispiel ist das Registrierungssystem in der Schweiz zu nennen. 

RASCHLE und SCHWAB (1988) haben die schweizerischen Vorschriften zur Registrierung 

und Zulassung beschrieben. 

 

 In den USA sind nach GRÖSCHEL (1991) für Desinfektionsmittelprüfungen unter behördli-

cher Registrierung Laborversuche notwendig. Die Desinfektionsmittelprüfung kann vom Her-

steller selber durchgeführt werden oder unabhängigen kommerziellen oder 

wissenschaftlichen Laboren übertragen werden. Die Ergebnisse werden von Mitgliedern der 

„Association of Official Analytical Chemists“ (AOAC), oder einer wissenschaftlichen Organi-

sation, welche zuständig ist für die Zulassung für Analysemethoden in den Bereichen Le-

bensmittel, Medikamente, landwirtschaftliche Produkte und Umweltsubstanzen ausgewertet. 

BELAMY (1995) berichtet von einem empfohlenen Viruzidie-Suspensionsversuch für den 

Humanbereich. Er stammt von der ASTM „American Society for Testing and Materials“ und 

wird mit den Testviren Polio-, Herpes-, Adenovirus Typ 2-, Influenza A-, Rhino- und Vaccinia-

Virus durchgeführt.  

 

In Deutschland wurden für die Humanmedizin, Veterinärmedizin und die Landwirtschaft un-

abhängige Prüfungs- und Begutachtungsverfahren von Verbänden und Organisationen ent-

wickelt, die sich mit Desinfektionsmitteln und ihrem Einsatz befassen. Sie erstellen unter der 

Verwendung von objektiven Prüfungskriterien Anwendungsbedingungen für die Desinfekti-

onsmitteln, geben Anstöße für die Weiterentwicklung bzw. Verbesserung der Präparate, in-
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formieren den Verbraucher über die Wirksamkeit der Präparate und unterstützen staatliche 

Stellen bei der Auswahl geeigneter Desinfektionsmittel. Die Deutsche Veterinärmedizinische 

Gesellschaft (DVG) hat seit 1974 eigene Prüfverfahren für die Wirksamkeitsbestimmung von 

Desinfektionsmitteln für die Tierhaltung und die Lebensmittelhygiene erarbeitet, die sich an 

die Richtlinien der Deutschen Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) anlehnen. 

 

Es handelt sich hierbei um ein nationales, freiwilliges Prüfverfahren für die chemischen Des-

infektionsmittel, die in der Tiermedizin und in der Tierhaltung eingesetzt werden. Die verglei-

chende Beurteilung und Bewertung der Wirksamkeit chemischer Desinfektionsmittel erfolgt 

unter Verwendung einer einheitlichen und reproduzierbare Ergebnisse liefernden Prüfmetho-

dik. Da unter Praxisbedingungen eine Vereinheitlichung nicht zu erreichen ist, fordern die 

Richtlinien der DVG daher reproduzierbare Laboruntersuchungen über das Wirkungsspekt-

rum und die Inaktivierungskinetik von Desinfektionsmitteln. Trotzdem werden Erfordernisse 

der praktischen Anwendung berücksichtigt. Wegen der Vielfalt der zu inaktivierenden Orga-

nismen und der Variabilität der als Träger in Frage kommenden Materialien werden „Model-

le“ entwickelt, um den Prüfvorgang zu standardisieren. Sie werden unter den 

Gesichtspunkten ausgewählt, möglichst praxisnah zu sein und eine Übertragung der erziel-

ten Ergebnisse auf andere Keimarten und Keimträger zu erlauben. Bei der Prüfung auf Viru-

zidie wird der praktische Desinfektionswert eines Präparates nach dem Ergebnis von 

Keimträgertests an verschiedenen Materialien (Verbandsmull, Holz) unter Eiweißbelastung 

beurteilt. Ergebnisse solcher Versuche werden für wichtiger und zuverlässiger gehalten als 

Befunde aus Praxisversuchen. Bei der Viruzidie- Prüfung kommt es nicht darauf an, eine 

möglichst große Zahl verschiedener Trägermaterialien zu verwenden, sondern darauf, die 

wichtigsten physikalischen Bedingungen der Praxis durch Trägermodelle darzustellen. Durch 

die hohe Eiweißbelastung wird den erschwerten Bedingungen in der Praxis Rechnung getra-

gen. Die Auswahl der Testviren berücksichtigt, dass die Empfindlichkeit gegenüber Desinfek-

tionsmitteln maßgeblich vom Vorhandensein lipidhaltiger Hüllsubstanzen bestimmt wird. Die 

Verwendung von Testviren mit und ohne Lipidhüllen erlaubt eine den praktischen Erforder-

nissen entsprechende Trennung in „viruzide“ und „begrenzt viruzide“ Präparate.  

Die Deutsche Gesellschaft für Hygiene und Mikrobiologie gründete 1955 einen Ausschuss 

zur Erarbeitung einheitlicher Richtlinien für die Prüfung von Desinfektionsmitteln. Die erste 

Richtlinie für die Prüfung chemischer Desinfektionsmittel veröffentlichte DGHM (1958). Die 

DGHM hatte in ihre Zentifizierung jedoch keine Testverfahren gegenüber Viren fest integriert, 

sondern die Zusatzbezeichnung „viruzid“ wurde auf der Grundlage der gemeinsamen Richtli-

nien des Robert-Koch-Instituts (RKI) und der Deutsche Vereinigung zur Bekämpfung von Vi-

ruskrankheiten (DVV) vergeben (ANONYM, 1982, 1983, 2003a). Die Richtlinien der DGHM 

befassen sich mit der Prüfung von chemischen Desinfektionsmitteln, die in der Humanmedi-
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zin verwendet werden. Vor der eigentlichen Erprobung eines Desinfektionsmittels für seinen 

bestimmten Anwendungszweck steht eine Vorprüfung, bestehend aus einem Verdünnungs-

versuch und einem Suspensionsversuch. Der Verdünnungsversuch soll klären, in welchen 

Konzentrationsbereichen das zu beurteilende Präparat bakteriostatisch bzw. fungistatisch 

wirkt. Anschließend wird im Suspensionsversuch die Inaktivierung der Keime unter Einfluss 

des Eiweiß- und Seifenfehlers bestimmt. Hat ein Desinfektionsmittel die Vorprüfung „bestan-

den“, folgt die Hauptprüfung (Keimträgerversuch), bei welcher die erschwerte Bedingung un-

ter Anwendungsgegebenheiten simuliert wird. Hierbei wird, je nach geplantem 

Einsatzbereich des Desinfektionsmittels (Hände-, Sputum-, Flächen-, Instrumenten-, Wä-

schedesinfektion), die besondere Eignung in entsprechenden Versuchen geprüft. 

Seit November 2003 ist der Verband für Angewandte Hygiene (VAH) die Nachfolgerin der 

Desinfektionsmittelkommission der DGHM.  

Die Deutsche Landwirtschaftsgesellschaft (DLG) hat eigene Prüfverfahren 

für”Stalldesinfektionsmittel”, für ”Reinigungs- und Desinfektionsmittel in der Milcherzeugung“ 

sowie ”Mittel zur Euterhygiene” entwickelt. Die Stalldesinfektionsmittel unterliegen zwei Prü-

fungsverfahren. Zuerst wird eine Prüfung auf Mikrobizidie durchgeführt, die sich in die glei-

chen drei Abschnite wie die Prüfung der DVG unterteilt. Des Weiteren prüft die DLG noch 

anwendungstechnische Gegebenheiten, die sich mit der Materialverträglichkeit, der Benetz-

barkeit und den Ausbringungsverfahren der Desinfektionsmittel beschäftigen. Die Reini-

gungs- und Desinfektionsmittel für die Milcherzeugung werden in der Süddeutschen 

Versuchs- und Forschungsanstalt für Milchwirtschaft bearbeitet und das Institut für Milchhy-

giene der Bundesanstalt für Milchforschung in Kiel ist für Mittel in der Euterhygiene zustän-

dig. 

Die Zertifizierung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln gegen Viren in der Humanmedi-

zin erfolgt in Deutschland durch die Deutsche Vereinigung zur Bekämpfung der Viruskrank-

heit (DVV) und durch das Robert-Koch-Institut, entsprechend der Richtlinie des 

Bundesgesundheitsamtes (BGA, heute RKI). Nach BELLAMY (1995) ist die Richtlinie des 

BGA die Grundlage der Viruzidieprüfung in der Schweiz. In Österreich und in den Niederlan-

den werden nach dieser Richtlinie Desinfektionsmittel zugelassen. 

 

CEN (Comité Européen de Normalisation) Prüfmethode: Die Situation im Hinblick auf die 

Wirksamkeitsprüfung von Desinfektionsmitteln ist innerhalb der EU als sehr heterogen zu 

bezeichnen. Es existieren in den einzelnen europäischen Ländern sehr unterschiedliche Me-

thoden, die nicht miteinander vergleichbar sind (REYBROUCK, 1986). 

1990 bekam das Comité Européen de Normalisation (CEN) den Auftrag, eine Harmonisie-

rung und Standardisierung von Methoden zur Wirksamkeitsbestimmung herbeizuführen. Mit-

glieder der CEN sind die Normungsinstitute von Belgien, Dänemark, Deutschland, Finnland, 
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Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Luxemburg, den Niederlanden, Norwegen, 

Österreich, Portugal, Schweden, der Schweiz, Spanien, der Tschechischen Republik und 

dem Vereinigten Königreich. 

Innerhalb einer Technischen Kommission (TC) des CEN wurden drei Bereiche gebildet. 

Diese sind: 

- Hygienisch medizinischer Bereich, 

- Veterinärbereich 

- Lebensmittelindustrie, Haushalte und Institute. 

Die Methodik konzentrierte sich auf zwei Verfahren: Suspensions- und Oberflächenverfah-

ren. Ziel ist es, praxisnahe Tests zu entwickeln. Die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln 

auf mikrobiell kontaminierten Oberflächen wird nach einem neu entwickelten Oberflächenver-

fahren ermittelt. 

Das Technische Komitee CEN/TC 216 unterteilt sich in vier Arbeitsgruppen (WILDBRETT, 

2006): 

Arbeitsgruppe1 (CEN/TC 216/WG1) ist zuständig für die Erarbeitung von Prüfnormen für 

Desinfektionsmittel und Antiseptika, die im medizinischen Bereich eingesetzt werden sollen.  

Arbeitsgruppe 2 (CEN/TC 216/WG2) ist zuständig für die Erarbeitung von Prüfnormen und 

für die Festlegung der Anforderungen für Desinfektionsmittel und Antiseptika, die im Veteri-

närmedizinischen Bereich eingesetzt werden sollen.  

Arbeitgruppe 3 (CEN/TC 216/WG3) ist zuständig für die Erarbeitung von Prüfnormen und für 

die Festlegung der Anforderungen für Desinfektionsmittel und Antiseptika, die im Lebensmit-

telbereich eingesetzt werden, einschließlich der Gebiete, die sich nicht im Geltungsbereich 

der Zuständigkeit der Arbeitsgruppen 1 und 2 befinden. 

Horizontale Arbeitsgruppen (CEN/TC 216/HWG) befassen sich mit der Entwicklung von 

Wirksamkeitsprüfungen von Desinfektionsmitteln und Antiseptika ohne Bezug zum späteren 

Einsatzbereich (Phase 1). Zu den Aufgaben kommt noch die Koordination der Zusammenar-

beit zwischen Arbeitsgruppen, die Festlegung der Terminologie im Bereich Desinfektion und 

Antiseptika und die Festlegungen der Anforderungen an die Kennzeichnung von Desinfekti-

onsmitteln. Nach dem Arbeitsprogramm des Technischen Komitees verlaufen die Prüfungen 

zur Feststellung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln und Antiseptika nach einem 

mehrstufigen Untersuchungsverfahren. 

So werden die Desinfektionsmittel und Antiseptika zur Bestimmung der bakteriziden, fungizi-

den und sporoziden Basiswirkung zunächst einer Prüfung im Suspensionstest unterzogen 

(Phase 1). In der Phase 2 werden die Desinfektionsmittel und Antiseptika nach ihrer Wirk-

samkeit im Hinblick auf spezielle Bedingungen und Anforderungen des jeweiligen Einsatzbe-

reiches geprüft. Es werden zwei Stufen in dieser Phase unterschieden. Phase 2/Stufe 1 sind 

Suspensionsversuche und umfassen Prüfungen auf Bakterizidie, Fungizidie, Sporozidie und 
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Viruzidie. Phase 2/Stufe 2 sind Keimträgerversuche bzw. Prüfverfahren für Händedesinfekti-

onsmittel. Phase 3- Versuche sind Testmethoden unter Praxisbedingungen (ANONYM, 

1999). 

Die Arbeitsgruppe 2 (CEN/TC 216 WG) ist mit folgenden Aufgaben beschäftigt: 

1. Entwicklung eines Prüfverfahrens für den quantitativen Suspensionsversuch zur Bestim-

mung der bakteriziden Wirkung und Festlegung der Anforderungen an chemische Desinfek-

tionsmittel und Antiseptika für den Veterinärbereich (Phase 2, Stufe 1). 

2. Entwicklung eines Prüfverfahrens für den quantitativen Suspensionsversuch zur Prüfung 

der fungiziden Wirkung und Festlegung der Bewertungskriterien für chemische Desinfekti-

onsmittel und Antiseptika für den Veterinärbereich (Phase 2, Stufe 1). 

3. Entwicklung eines Prüfverfahrens für den quantitativen Suspensionsversuch zur Bestim-

mung der sporoziden Wirkung und Festlegung der Bewertungskriterien für chemische Desin-

fektionsmittel und Antiseptika für den Veterinärbereich (Phase 2, Stufe 1). 

4. Entwicklung eines Prüfverfahrens für den quantitativen Suspensionsversuch zur Bestim-

mung der mykobakteriziden Wirkung und Festlegung der Anforderungen an chemische Des-

infektionsmittel und Antiseptika für den Veterinärbereich (Phase 2, Stufe 1). 

5. Entwicklung eines Prüfverfahrens für den quantitativen Suspensionsversuch zur Bestim-

mung der viruziden Wirkung und Festlegung der Anforderungen an chemische Desinfekti-

onsmittel und Antiseptika für den Veterinärbereich (Phase 2, Stufe 1). 

6. Entwicklung eines Prüfverfahrens für den quantitativen Oberflächentest zur Bestimmung 

der bakteriziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika für den Veterinär-

bereich und Festlegung der Bewertungskriterien (Phase 2, Stufe 2). 

7. Entwicklung eines Prüfverfahrens für den quantitativen Oberflächentest zur Bestimmung 

der viruziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika für den Veterinärbe-

reich und Festlegung der Bewertungskriterien (Phase 2, Stufe 2).  

Für die Viruzidieprüfung im Bereich der Veterinärmedizin wurde im September 1997 der ers-

te CEN-Entwurf vorgestellt (W1216026 CEN/TC 216/WG2 N 106). 

Der aktuelle Entwurf entstand bis zum 17.01.2003 (prEN 14675) (CEN/TC216WI026). In die-

ser Norm wurden die Bedingungen für eine europaweit einheitliche Prüfung der viruziden 

Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln für den Tierhaltungsbereich (Veterinärbereich) festge-

schrieben. Im Gegensatz zu den bestehenden Prüfrichtlinien wird nur ein, dafür aber wider-

standsfähiges, Testvirus verwendet. Hierbei handelt es sich um das ECBO- Virus (ATCC 

VR-248), eines der Prüfviren der DVG. 

Als Eiweißbelastung diente im wenig verschmutzten Bereich 0,3% bovines Serumalbumin 

und im stark verschmutzten Bereich eine Mischung aus 1 % bovinen Serumalbumin mit 1 % 

Hefeextrakt. Neben einer obligatorischen Einwirkzeit bei einer bestimmten Temperatur (10 

°C) können die Untersuchungen wahlweise auch bei anderen Einwirkzeiten und anderen Mi-



34 Literatur 

 

lieutemperaturen durchgeführt werden. Als viruzid wirksam wird nach CEN ein Desinfekti-

onsmittel bezeichnet, das innerhalb von 30 Minuten bei 10 °C eine Reduktion des Titers des 

ECBO-Virus um mindestens 4 log10 KID50/ml erbringt. Entwürfe zur  Prüfung der viruziden 

Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln und Antiseptika sind im Umlauf, jedoch noch nicht von 

allen CEN Mitgliedern akzeptiert.  

 

2.8 Aktueller Stand der vorliegenden CEN Richtlinien im Bereich Antiseptika 
und Desinfektionsmittel 

Nachfolgend sind Normen aufgeführt, die für den veterinärmedizinischen sowie den Le-

bensmittelbereich erarbeitet wurden. 

Veterinärmedizinbereich:  

- EN 1656, Ausgabe 2000 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Suspensionsversuch zur Prüfung der bakteriziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel - 

Prüfverfahren und Anforderungen (Phase2, Stufe1) 

- EN 1657, Ausgabe 2005 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Suspensionsversuch zur Prüfung der fungiziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel –

Prüfverfahren und Anforderungen (Phase2, Stufe1) 

- EN 14675, Ausgabe 2006 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Suspensionsversuch zur Prüfung der viruziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel –

Prüfverfahren und Anforderungen (Phase2, Stufe1) 

- EN 14204, Ausgabe 2004 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Suspensionsversuch zur Prüfung der mykobakteriziden Wirkung chemischer Desinfekti-

onsmittel –Prüfverfahren und Anforderungen (Phase2, Stufe1) 

- EN 14349, Ausgabe 2007 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Keimträgerversuch zur Prüfung der bakteriziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel 

auf glatte Oberflächen - Prüfverfahren und Anforderungen (Phase 2, Stufe 2) 

 

 

Lebensmittelbereich:  

- EN 1276, Ausgabe 1997 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Suspensionsversuch zur Prüfung der bakteriziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel - 

Prüfverfahren und Anforderungen (Phase2, Stufe1) 
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- EN 1650, Ausgabe 1997 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Suspensionsversuch zur Prüfung der fungiziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel –

Prüfverfahren und Anforderungen (Phase2, Stufe1) 

- EN 13704, Ausgabe 2002 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Suspensionsversuch zur Prüfung der sporiziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel –

Prüfverfahren und Anforderungen (Phase2, Stufe1) 

- EN 13610, Ausgabe 2002 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Suspensionsversuch zur Prüfung der viruziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel –

Prüfverfahren und Anforderungen (Phase2, Stufe1) 

- EN 13697, Ausgabe 2001 Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika – Quantitativer 

Keimträgerversuch zur Prüfung der bakteriziden/fungiziden Wirkung chemischer Desinfek-

tionsmittel auf glatte Oberflächen - Prüfverfahren und Anforderungen (Phase 2, Stufe 2). 
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN 

3.1 Material und Methoden 

3.1.1 Zellkulturen 

3.1.1.1 Permanente und primäre Zellkulturen 

Zur Virusvermehrung und zum quantitativen Nachweis der Virusinfektiosität dienten perma-

nente Zelllinien wie Verozellen, eine Zelllinie aus der Niere der afrikanischen grünen Meer-

katze, MDBK, eine Zelllinie, die aus Rindernieren gewonnen wurde und FE-Zellen (Feline 

Embryonalzellen). Verozellen besitzen eine gute Empfänglichkeit für das EAV, Vacciniavirus 

und Reovirus; die MDBK Zelllinie diente für Versuche mit ECBO-Virus und BHV; FE-Zellen 

dienten für Versuche mit FCV. Darüberhinaus wurden Primärzellkulturen aus der Lunge von 

Rinderfeten (Fetale Kälberlungen- Zellen, FKL) sowie HEF verwendet. Diese Zellkulturen 

dienten für Versuche mit BPV bzw. NDV. 

Die Vermehrung der Zellen erfolgte in “Earles` Minimal Essential Medium“ (MEM) (Fa. Bio-

chrom, Berlin) in Zellkulturflaschen (Fa. Nunc, Wiesbaden) mit einer nutzbaren Zellwachs-

tumsfläche von 162 cm². Das Anzucht- und Erhaltungsmedium enthielt 2% bzw. 5% fetales 

Kälberserum (FKS) (Fa. PAN Biotech, Aidenbach).  

 

3.1.1.2 Herstellung von Primärkulturen (FKL, HEF) 

Die FKL wurden nach üblicher Technik aus Lungen ca. 4-5 Monate alter Rinderfeten und die 

HEF aus 11 Tage vorbebrüteten Hühnerembryonen (Valo, Fa. Lohmann Cuxhaven) im 

Trypsinierungsverfahren gewonnen und in Earles` MEM mit Zusatz von 5% bzw. 2% fetalem 

Kälberserum im Anzucht- bzw. Erhaltungsmedium gezüchtet.  

 

3.1.1.3 Subkultivierung der Zellkulturen 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in je nach Bedarf unterschiedlich großen Plastikflaschen 

bzw. Mikrotestplatten mit 24- bzw. 96- well Mikrotestplatten fachen Vertiefungen in einer 
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feuchtigkeitsgesättigten Atmosphäre mit 5 % CO2 bei 37 °C. Dem Nährmedium (Earles` 

MEM) wurde neben FKS Penicillin und Streptomycin in einer Konzentration von 100 IE/ml 

bzw. 0,1 mg/ml zugesetzt. Zur Subkultivierung der Zellen (Zellvermehrung) wurde das Erhal-

tungsmedium dekantiert, der Zellrasen mit einer 0,25 %-igen Trypsin-Versen Lösung gewa-

schen und anschließend mit einer den Zellrasen gerade benetzenden Menge der Trypsin-

Versen Lösung versehen und bei 37 °C bis zur Lösung des Zellrasens vom Boden des Kul-

turgefäßes inkubiert. Anschließend wurden die Zellen unter Verwendung einer sterilen Glas-

pipette und einer akku-betriebenen Pipettierhilfe durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren 

im Erhaltungsmedium resuspendiert und danach in einer Konzentration von ca. 106 Zellen/ml 

Medium in Kulturflaschen bzw. -platten ausgesät und bei 37 °C wie o. a. bebrütet. Nach Er-

reichen der Konfluenz wurde das Anzuchtmedium durch Erhaltungsmedium ersetzt. 

Für die Quantifizierung der Infektiosität des Virus dienten 96- well Mikrotestplatten (F-Form) 

mit einem konfluenten Monolayer empfänglicher Zellen. Hierfür wurden zu entsprechender 

Zeit vor Prüfbeginn eine Zellsuspension durch Trypsinierung gewonnen, im Medium (MEM) 

mit Zusatz von 5% fetalem Kälberserum suspendiert und in einer Dichte von ca. 106 Zel-

len/ml ausgesät.  

3.1.2 Virusstämme 

3.1.2.1 Verwendete Testviren 

Als Testviren für die geplanten Untersuchungen im Suspensionsversuch dienten vier unbe-

hüllte und vier behüllte Virusarten.  

Bovines Enterovirus Typ 1 ECBO- Virus, (Stamm LCR 4) gehört taxonomisch zur Familie 

der Picornaviridae und ist ein unbehülltes Virus mit einem Durchmesser von ca. 20-25 nm 

und einer einsträngiger RNA. MDBK- Zellkulturen dienten zur Vermehrung und zum Nach-

weis des Virus.  

Reovirus Type 1, (Stamm Lang) gehört zur Familie der Reoviridae und ist ein unbehülltes 

Virus mit einem Durchmesser von 60-80 nm und einer doppelsträngigen RNA. Vero- Zellkul-

turen dienten zur Vermehrung und zum Nachweis des Virus.  

Felines Calicivirus gehört zur Familie der Caliciviridae und ist ein unbehülltes Virus mit ei-

nem Durchmesser von 27-40 nm und einer einsträngigen RNA. FE- Zellkulturen dienten zur 

Vermehrung und zum Nachweis des Virus.  

Bovines Parvovirus (Stamm Haden) gehört zur Familie der Parvoviridae und ist ein unbe-

hülltes Virus mit einem Durchmesser von 20 nm und einer einsträngigen DNA. FKL- Zellkul-

turen dienten zur Vermehrung und zum Nachweis des Virus.  
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Equines Arteritisvirus (Stamm Bucyrus, CVL- Weybridge) gehört zur Familie der Arterivi-

ridae und ist ein behülltes Virus mit einem Durchmesser von ca. 50 bis 70 nm und einer ein-

strängigen RNA. Vero- Zellkulturen dienten zur Vermehrung und zum Nachweis des Virus.  

Bovines Herpesvirus Typ 1 ((BHV1), Stamm Phylaxia) gehört zur Familie der Herpesviri-

dae und ist ein behülltes Virus mit einem Durchmesser von ca. 120-200 nm und einer dop-

pelsträngigen DNA. MDBK- Zellkulturen dienten zur Vermehrung und zum Nachweis des 

Virus. 

Newcastle disease virus (Stamm Montana) gehört zur Familie der Paramyxoviridae und ist 

ein behülltes Virus mit einem Durchmesser von 150-300 nm und einer einsträngigen RNA. 

HEF- Zellkulturen dienten zur Vermehrung und zum Nachweis des Virus.  

Vaccinia-Virus (Stamm Elstree) gehört zur Familie der Poxviridae und ist ein behülltes Vi-

rus mit einem Durchmesser von 240-450 nm und einer doppelsträngigen DNA. Vero- Zellkul-

turen dienten zur Vermehrung und zum Nachweis des Virus.  

 

3.1.2.2 Virusvermehrung und Quantifizierung der Infektiosität 

Zur Herstellung des jeweiligen Testvirus wurde eine Ampulle mit ca. 1 ml Virussuspension 

(infektiöser Kulturüberstand) aus der bei -70 °C gelagerten Stammsammlung des Institutes 

entnommen, bei Zimmertemperatur aufgetaut und anschließend zur Vermehrung via Adsorp-

tionsverfahren auf einen konfluenten Monolayer der Zellen inokuliert. Hierzu wurde das Kul-

turmedium der Zellen dekantiert, die Kultur einmal mit physiologischer phosphatgepufferter 

Kochsalzlösung (PBS), pH 7,2, gewaschen und das Virus anschließend auf den Zellrasen 

inokuliert. Nach einer Adsorptionszeit des Virus von 60 min bei 37 °C wurde die Kultur erneut 

einmal mit PBS gewaschen und nach Versorgung mit MEM ohne Zusatz von FKS wie be-

schrieben weiter inkubiert.  

Die Virusernte erfolgte nach Auftreten eines den gesamten Zellrasen erfassenden virusspe-

zifischen zytopathischen Effekts (ZPE). Hierzu wurde die Kultur gefroren (-70 °C) und aufge-

taut und die Virus-Zellsuspension anschließend zur weiteren Freisetzung von u. U. noch 

zellulär gebundenen Viren mit Ultraschall (Branson Sonifier) für 30 s behandelt. Nach nieder-

touriger Klärung (10 min bei 1.000 x g) wurde der Überstand (infektiöses Virus) gewonnen 

und in Aliquots à 1 ml bei -70°C unter der Bezeichnung „Stockvirus“ bis zur weiteren Ver-

wendung gelagert. 

Die Herstellung des „Saatvirus“ erfolgte unter Verwendung des „Stockvirus“ als Inokulum und 

in Analogie zur Herstellung des „Stockvirus“. 
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Zur Vermehrung des „Testvirus“ diente „Saatvirus“. Abweichend von dem Protokoll zur Pro-

duktion von „Stock“- und „Saatvirus“ wurde im Anschluss die Testvirussuspension (ECBO- 

Virus und BPV) mittels Ultrazentrifugation (L8-55, Fa. Beckmann) für 2 Stunden bei 

30.000 x g und 4 °C (Rotor 45 Ti) nachträglich konzentriert. Nach Abschluss der Ultrazentri-

fugation wurde das Pellet mittels Ultraschall in PBS suspendiert und in Aliquots bei -70 °C 

bis zur Verwendung gelagert. 

 

3.1.2.2.1 Bestimmung des Infektiositätstiters 

Zur Ermittlung der Infektiositätstiter wurde eine dekadische Verdünnungsreihe der Virussus-

pension in MEM mit 5 % FKS im Verhältnis von 0,2 ml Virus zu 1,8 ml MEM hergestellt. Von 

jeder Verdünnungsstufe wurden je 0,1 ml in je vier Vertiefungen einer Mikrotiterplatte mit ei-

nem konfluenten Rasen der empfänglichen Zellen pipettiert. Anschließend wurden die Kultu-

ren wie o. a. inkubiert und täglich lichtmikroskopisch auf das Vorliegen eines ZPE hin 

kontrolliert. 

Ergänzend dazu wurde zur Erhöhung der Nachweisgrenze die auf ihre Infektiosität zu prü-

fende Virussuspension (i. d. R. 10 ml) vollständig auf empfänglichen Zellkulturen pipettiert (4 

x 1,0 ml je Vertiefung einer 24 – well Mikrotestplatte“ und 1 x 5,5 ml auf einen geschlossenen 

Zellrasen einer Kulturflasche (25 cm2)). Theoretisch betrug die Nachweisgrenze nach dieser 

Titrationstechnik bis100,5 in KID50/Träger siehe Abb. 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abblidung 2: Modifikation der Virustitration zur Erhöhung der Nachweisgrenze 

       10-2  10-3  10-4  10-5  106 

0,1 ml je 
Vertiefung 

10-1 

1,0 ml je 
Vertiefung 

Zellkulturflasche mit kon-
fluentem Zellrasen 

10-2  
Verdünnungsstufen 

10 ml 
MEM 

Restmenge 5,5 ml 

96 well Mikrotestplatte 

24 well Mikrotestplatte 

1 
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3.1.2.2.2 Kalkulation der Infektiositätstiter 

 
Zur Schätzung der Infektiosität in Kultur-infektiösen Dosen50 (KID50) anhand des ZPE diente 

die Formel nach Spearmann (1908) und Kaerber (1931). 

Berechnung nach der Formel: 

KID50/ Volumen = x0-d/2 + d/n x Σxi, wobei 

x0 der positive Exponent der höchsten Verdünnung, bei der alle Testobjekte positiv re-

agieren 

d der Dosisabstand in Logarithmus 10 

n die Anzahl der pro Verdünnung eingesetzten Testobjekte 

Σxi die Summe aller auf die Infektion positiv reagierenden Testobjekte, ab und  

einschließlich der bei x0 

 

3.1.3 Desinfektionsmittel 

3.1.3.1 Grundchemikalien 

Für die Überprüfung der Tenazität verschiedener animaler Viren im Suspensionsversuch 

wurden vier Grundchemikalien der 12. Desinfektionsmittelliste der DVG verwendet (Tabelle 
4). 

Tabelle 4:  Biozide Grundchemikalien zur vergleichenden Prüfung der Tenazität animaler 
Viren 

Handelsname Hersteller Inhaltsstoffe Konzentration 

Formaldehyd Fa.MERCK Darm-
stadt 

Formaldehyd 
Methanol 

35%ig 
9-11%ig 

Natriumhypochlorit 

 

Fa.MERCK Darm-

stadt 

Natriumhypochlorit 13%ig 

Ameisensäure Fa.MERCK Darm-

stadt 

Ameisensäure 98-100%ig 

Peressigsäure Fa.MERCK Darm-

stadt 

Peressigsäure 40%ig 
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3.1.3.2 Kommerzielle Desinfektionsmittel 

Zur Prüfung der Praktikabilität der neu entwickelten Methodik als auch um einen Überblick 

über die viruzide Wirksamkeit der im Bereich der Lebensmittelindustrie verwendeten Dein-

fektionsmittel zu erhalten, wurden 4 Desinfektionsmittel aus der 6. Desinfektionsmittelliste für 

den Lebensmittelbereich stellvertretend für die am häufigsten gelisteten Wirkstoffgruppen 

ausgewählt. Hierbei handelt es sich um die in Tabelle 5 aufgeführten Präparate mit unter-

schiedlichen Wirkstoffen.  

 

Tabelle 5 Für die Keimträgerversuche verwendete kommerzielle Desinfektionsmittel aus 
der 6. Desinfektionsmittelliste der DVG (Lebensmittelbereich) 

Handelsname Hersteller Inhaltsstoffe Konzentration 

Steril Seewald-Chemie 
GmbH&Co.KG 

Unna 

Activchlor, anorganische 
Salze, Gerüststoffe - 

neoquat s Chemische Fabrik 
Hamburg 

5% Phosphonat, 5-15% 
nichtionische Tenside; Des-
infektionswirkstoffen 100 g: 
10 g Didecyldimethylammo-

niumchlorid 

10%ig 

Divodes FG JohnsonDiversery 
Deutschland 
Mannheim 

Isopropanol,  
n-Propanol 100%ig 

HM 3000 Moebert GmbH 
Rumohr 

7,5 g 3- Aminopropyl - Do-
decylamin - 
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3.1.4 Ermittlung der Tenazität verschiedener animaler Viren gegenüber biozid wirk-
samen Chemikalien 

 

3.1.4.1 Suspensionsversuche 

Die Untersuchungen erfolgten in Anlehnung an die vom Comité Européen de Normalisation 

(CEN) herausgegebenen „ Richtlinien für die Prüfung chemischer Desinfektionsmittel“ (A-

NONYM, 2003a). Die Reaktionsgemische bestanden aus einem Teil Virussuspension, acht 

Teilen des zu prüfenden Desinfektionsmittels in 1,25 facher Konzentration und einem Teil 

WSH (Ansatz ohne Eiweiß) bzw. einem Teil FKS in zehnfacher Konzentration (Ansatz mit 

Eiweiß). 

Mit Zugabe des Desinfektionsmittels in das Reaktionsgemisch begann die Einwirkzeit. Nach 

verschiedenen Einwirkungszeiten (15, 30, 60 und 120 Minuten) für unbehüllte Viren und (5, 

15, 30, und 60 Minuten) für behüllte Viren wurden Proben von 0,5 ml entnommen, in 4,5 ml 

MEM suspendiert und anschließend in Zehnerschritten in MEM weiter verdünnt. Parallel zu 

den Prüfansätzen wurden Reaktionsgemische mit und ohne Eiweiß hergestellt, die anstelle 

des Desinfektionsmittels WSH enthielten (Viruskontrollen). Die Infektiositätstiter der Prüfan-

sätze und der mitgeführten Viruskontrollen wurden analog den Angaben unter Punkt 
3.1.2.2.1 bestimmt. 

Die Differenz der Infektiositätstiter von Viruskontrolle und dem Prüfansatz ergab die Titerre-

duktion. Alle Testansätze im Suspensionsversuch erfolgten bei einer Temperatur von 20 °C 

(+/- 1°C).  

3.1.4.1.1 Prüfung der Zytotoxizität der Produkte 

Die zu prüfenden Testkonzentrationen der Desinfektionsmittel wurden in log 10- Schritten in 

MEM mit 5% FKS verdünnt und anschließend im Vierfachansatz auf die für die Prüfung ver-

wendeten Zellkulturen mit jeweils 0,1 ml beimpft. Die mikroskopische Untersuchung der Zell-

kulturen auf das Auftreten zytopathischer Veränderungen erfolgt nach Zeiten, die dem 

Prüfungsgang entsprechen. Erforderlichenfalls (bei Verdacht auf eine Fixation der Zellen oh-

ne Auftreten einer mikroskopisch erkennbaren Alteration) wurde die Empfänglichkeit der 

Zellkulturen für das Prüfvirus bestimmt. 
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3.1.4.1.2 Beurteilung der Tenazität der verschiedenen Virusarten  

Die vergleichende Beurteilung der Tenazität der geprüften unbehüllten und behüllten Virusar-

ten gegenüber bioziden Wirkstoffen erfolgte unter Zugrundelegung der Tabelle 6 über ein 

Benotungssystem. Jeweils die niedrigste Einwirkzeit bzw. die niedrigste Konzentration an 

Desinfektionsmittel um das jeweilige Virus um 4 Zehnerpotenzen zu inaktivieren, erhält die 

Punktzahl 1. Bei Verdopplung, Verdreifachung etc. von Einwirkzeit bzw. Konzentration er-

höhte sich die Punktzahl entsprechend. Je höher die Punktzahl für ein Virus, desto höher ist 

seine Tenazität gegenüber den geprüften Desinfektionsmitteln zu veranschlagen.  

Tabelle 6 Vergleichende Objektivierung der Tenazität gegenüber Desinfektionsmitteln 
am Beispiel von FCV und ECBO- Virus sowie zweier Desinfektionsmittel  

FCV ECBO- Virus Desinfektons-
mittel 

Minimale Konzentration 

und Einwirkzeit 

Punkte Minimale Konzentration 

und Einwirkzeit 

Punkte 

Formaldehyd 0,5%  

120 min 

1 

1 

1% 

120 min 

2 

1 

Natriumhpo-
clorit 

0,25% 

15 min 

1 

1 

1% 

60 min 

4 

4 

Σ  4  11 

Legende:  - Die jeweils niedrigsten Werte in einer Zeile erhalten die niedrigste Punktzahl 

3.1.4.1.3 Eiweißbelastung 

Als Zusatz zu der Testvirussuspension dienten Hefeextrakt (HE) (Merck, Darmstadt, Lot-Nr: 

0127-01-7) und bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V (SERVA ELECTROPHORESIS 

GmbH, Cat: 11930). 

In den Suspensionsversuchen betrug der Anteil dieser Eiweiße jeweils 1 %.  

Auch für die Keimträgerversuche fanden diese Eiweiße in einer Konzentration von jeweils 

0,1% in der Virussuspension Verwendung. Daneben wurden Versuche mit BSA allein in ei-

ner Konzentration von 0,5% in der Virussuspension durchgeführt.  

Die Auswahl dieser Substanzen orientierte sich an der im Entwurf vorliegenden europäi-

schen Richtlinie (CEN Norm) zur Prüfung von Desinfektionsmitteln auf Viruzidie im Veteri-

närbereich (ANONYM, 2003a). 
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3.1.5 Etablierung eines Keimträgermodells zur Bestimmung der viruziden Wirksam-
keit von Desinfektionsmitteln auf Oberflächen 

Im Rahmen dieser, für eine reproduzierbare Wirksamkeitsprüfung von Desinfektionsmitteln 

an kontaminierten Oberflächen sehr entscheidenden Versuche war zunächst die Auswahl 

des Testvirus und der Keimträgermaterialien durchzuführen. Weiterhin waren Versuche zum 

Einfluss der Antrocknung auf die Infektiosität des Testvirus und zu den Einflüssen der Ad-

sorption an die Trägermaterialien sowie der verwendeten Verfahren zur Rückgewinnung des 

Virus von den Trägern auf die Infektiosität des Testvirus quantitativ zu erfassen. 

 

3.1.5.1 Testvirus 

Als Testvirus diente das nach den Kriterien unter Punkt 4.1 zu wählende Virus. 

 

3.1.5.2 Keimträgermaterial im Lebensmittelbereich 

Als Prüfflächen, an die Suspensionen von Mikroorganismen zu adsorbieren und nach erfolg-

ter Desinfektion zurückzugewinnen waren, dienten Träger aus V2A-Stahl (NE – Metalle-

Staufenberg-Treis  20 x 20 x 1 mm,  Giessen) und Polyethylen 500 (20 x 20 x 5 mm, ORBI-

LAN Kunststoffwerk GmbH, Rosendahl – Osterwick). 

 

3.1.5.2.1 Vorbehandlung der Keimträger 

Die V2A-Stahlkeimträger wurden zur Entfettung für 15 min in einem Isopropanolbad (95 % 

Isopropanol) gewaschen, anschließend unter fließendem Wasser gespült und zur Trocknung 

halbaufrecht an den inneren Rand einer Petrischale gelehnt. Danach wurden die Keimträger 

in Aluminiumfolien verpackt und im Heißluftsterilisator bei 180 °C sterilisiert. 

Bei den Keimträgern aus Makrolon war aus Gründen des Fabrikationsprozesses dieses Ma-

terials eine Entfettung nicht erforderlich. Die Sterilisation erfolgte 10 min bei 121 °C im Au-

toklaven. 

 

3.1.5.3 Einfluss der Trocknung auf die Infektiosität des Testvirus 

Die Adsorption der Testvirussuspension an die Keimträger erfolgte nach diversen Vorgaben 

aus dem Schrifttum sowie in Anlehnung an die DVG-Richtlinien zur Prüfung chemischer Des-
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infektionsmittel durch Antrocknung des in PBS suspendiertem Testvirus an die Keimträger-

oberflächen (DVG, 2000). Zur Bestimmung des möglichen Infektiositätsverlustes durch 

Trocknung wurde die Testvirussuspension in Glasröhrchen pipettiert, unter dem laminaren 

Luftstrom einer Reinraumwerkbank bis zur vollständigen Trocknung gelagert und anschlie-

ßend nach erfolgter Resuspension auf verbliebene Infektiosität untersucht. Als Trocknungs-

zeit wurde der Zeitraum definiert, bei dem das Gewicht des unter dem Luftstrom platzierten 

Röhrchens seinem Ausgangsgewicht entsprach. Im Einzelnen erfolgte die Durchführung der 

Versuche nach folgendem Protokoll (Abb. 4). 

Von der Testvirussuspension, die zuvor im Verhältnis von 1:10 (v/v) in WSH suspendiert 

worden war, wurden 0,1 ml im Fünffachansatz in zuvor gewogene Glasröhrchen pipettiert. 

Parallel wurden auch Versuche mit 0,2 ml und 0,3 ml Virussuspension durchgeführt. An-

schließend wurden die Röhrchen wie oben beschrieben zur Trocknung in der Reinraum-

werkbank gelagert. Nach Ablauf der Trocknungszeit wurde das angetrocknete Testvirus in 

1,0 ml WSH resuspendiert. Als mechanische Resuspensionshilfen dienten ein Laborschüttler 

(Vortexer) und ein Ultraschallwasserbad. Die Reagenzröhrchen wurden zunächst für die 

Dauer von 2 min auf maximaler Stufe geschüttelt und anschließend für 10 min im Eiswas-

serbad mit Ultraschall (LABSON 200 Ultraschallgenerator T460 / H Nr. EYH – 12848715, 

SINGEN) behandelt. Daraufhin erfolgte eine quantitative Bestimmung der verbliebenen In-

fektiosität. 

Als Kontrolle dienten Testvirussuspensionen in luftdicht verschlossenen Röhrchen, die bei 

jedem Versuchsdurchgang mitgeführt wurden. Von diesen Kontrollansätzen erfolgte eine Be-

stimmung des Infektiositätstiters jeweils zu Beginn und nach Ablauf der Trocknungszeit. Als 

Trocknungsverlust in log10KID50 wurde die Differenz der Infektiositätstiter zwischen Kontroll- 

und Trocknungsansatz definiert. 

In Analogie zu diesem Protokoll wurden weitere Versuche zum Einfluss der Trocknung auf 

die Virusinfektiosität in Abhängigkeit von BSA und HE mit einer Endkonzentration von jeweils 

0,1 % in der Virussuspension durchgeführt als auch mit BSA allein in einer Endkonzentration 

von 0,5%. Diese Experimente erfolgten im Dreifachansatz. Als Vergleich diente eine  negati-

ve Kontrolle (ohne Eiweißzugabe zu der Testvirussuspension). Konzentrationen und Art der 

in diesen Versuchen geprüften Eiweißzusätze zu der Testvirussuspension sind den entspre-

chenden tabellarischen Ergebnissaufstellungen zu entnehmen. 

 

3.1.5.4 Adsorption der Testvirussuspension an die Keimträger  

Die Testvirussuspension wurde mit Lösungen von HE und BSA in WSH von jeweils 0,1% 

(Punkt 3.1.4.1.3) im Verhältnis 1:1 (v/v) gemischt und das Gemisch anschließend in einer 

Menge von jeweils 0,1 ml auf die Oberfläche der Keimträger pipettiert, so dass es zu einer 
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fast vollständigen, jedoch nicht die Ränder der Träger betreffenden Benetzung kam. An-

schließend wurde die Testvirussuspension unter dem laminaren Luftstrom einer Reinraum-

werkbank an die Träger angetrocknet. Die Bestimmung der erforderlichen Trocknungszeit 

erfolgte nach Definierung des Zeitraums, bei dem das Gewicht des unter dem Luftstrom plat-

zierten Trägers seinem Ausgangsgewicht entsprach (Abb. 3). 

 

 
Abb. 3: Zur Trocknung unter dem laminaren Luftstrom einer Reinraumwerkbank verbrachte, 

mit der Testvirussuspension beschickte Keimträger 
 
 

3.1.5.5 Desorption des adsorbierten Testvirus von den Keimträgeroberflächen 

Die weiteren Versuche galten der Frage, ob das Testvirus nach Trocknung/Adsorption an die 

für die Versuche vorgesehenen Keimträger aus Stahl und Kunststoff in ausreichend hoher 

Infektiosität, die eine Beurteilung der Inaktivierung über vier Zehnerpotenzen ermöglicht, von 

den Trägern zu eluieren ist. 

Mit dem Ziel, die Rückgewinnung von infektiösem Virus von den Keimträgeroberflächen zu 

optimieren, wurden zwei verschiedene Techniken vergleichend angewendet und ausge-

wertet. Zur Elution und Resuspension des Testvirus diente in einem Fall das Abschwemmen, 

mechanisch unterstützt durch Schütteln und Ultraschallbehandlung (Abschwemmtechnik), 

und im anderen Fall das Abtupfern der Trägerflächen mit anschließender Suspension des 

potentiell mit den Tupfern aufgenommenen Virus (Abstrichtechnik). Die Abschwemmtechnik 

orientierte sich methodisch an der in den Richtlinien der DVG zur Prüfung chemischer Desin-

fektionsmittel auf Viruzidie beschriebenen Technik und die Abstrichtechnik an Methoden, die 

nach DIN zur Bestimmung des bakteriellen Keimgehalts auf Oberflächen dienen (DIN,1988). 

V2 A-Stahlträger Makrolonträger 

Testvirussus-
pension 
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Als Viruskontrollen dienten für alle nachfolgend skizzierten Versuche mit der Virussuspensi-

on beschickte Keimträger, bei denen während der erforderlichen Trocknungszeit durch einen 

luftdichten Verschluss eine Antrocknung der Virussuspension an die Keimträger verhindert 

wurde. 

 

 

3.1.5.5.1 Abschwemmtechnik 

Die mit den Testvirussupensionen beschickten Keimträger wurden in Plastikröhrchen mit 

Schraubverschluss und einer maximalen Füllmenge von 50 ml (Fa. Nunc, Wiesbaden) gege-

ben und mit 10 ml MEM überschichtet. Anschließend wurden die Röhrchen auf dem Vortexer 

für unterschiedlich lange Zeiträume (0, 15, 30, 45, 60, 120 s) geschüttelt. Alternativ erfolgte 

für entsprechend lange Zeiträume eine Behandlung bzw. zusätzliche Behandlung im Ultra-

schallwasserbad. Zu den genannten Zeiträumen wurden Probenvolumina der Suspensions-

flüssigkeit von jeweils 0,5 ml entnommen und der Infektiositätstiter bestimmt (Abb. 5). 
 

 

3.1.5.5.2 Abstrichtechnik 

Zum Abtupfern der Keimträgeroberflächen wurde ein steriles Wattestäbchen mit 0,1 ml WSH 

getränkt und anschließend unter konstantem Druck und unter leichter Drehung für einen 

Zeitraum von 15 s mäanderförmig auf der Oberfläche bewegt. Daraufhin wurde der Keimträ-

ger mit dem gleichen Tupfer für weitere 15 s in einem Winkel von 90° zu den ersten Ab-

strichbewegungen abgetupfert. Danach schloss sich ein erneuter analog durchgeführter 

Abtupfervorgang an, für den ein neuer, diesmal jedoch trockener Tupfer verwendet wurde. 

Danach wurden beide Tupfer in ein Nunc-Röhrchen gegeben und mit 10 ml MEM über-

schichtet. Alle weiteren Schritte entsprachen methodisch der Abschwemmtechnik. 
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Abb. 4: Schematische Darstellung zur Bestimmung des Einflusses der Antrocknung auf die 

Infektiosität 
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Methoden zur Desorption des Testvirus von den Oberflächen  
der Trägermaterialien 
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3.1.5.5.3 Prüfung der Keimträger auf verbliebene Infektiosität nach erfolgter Desorpti-
on des Testvirus mittels Abschwemm- und Abstrichtechnik 

Nach Desorption des Virus von den Keimträgern unter Verwendung der Abschwemm- oder 

Abstrichtechnik stand zur Diskussion, welche Infektiosität die Keimträger tatsächlich noch 

aufwiesen. Hierzu wurden die Träger nach Abschluss der Prozedur zur Desorption des Virus 

von den Trägern aus dem Medium entnommen und in frisches Medium (10 ml) überführt. 

Daraufhin wurde der o.a. Versuch (Desorption des Virus durch Ultraschallbehandlung und 

schütteln) erneut durchgeführt und die potentiell resultierenden Virustiter im Suspensions-

medium bestimmt. Parallel hierzu wurden die Keimträger nach der Desorptionsprozedur für 

30; 60; 90; und 120 s in einem weiteren Versuch einer direkten Ultraschalleinwirkung (Bran-

son Sonifier) ausgesetzt, um potentielles Testvirus zu desorbieren. Zur Objektivierung des 

Ergebnisses wurde das Suspensionsmedium anschließend titriert. 

 

3.1.5.6 Untersuchungen zur möglichen Desorption des Testvirus von den Keimträ-
gern nach Überschichtung der Keimträger mit der Desinfektionsmittellösung 

Bei der Analyse des Restvirusgehalts der Keimträger nach erfolgter Desinfektion stellte sich 

die Frage, ob die entsprechende Untersuchung des Keimträgers allein ausreicht, oder aber 

die nach Ablauf der Kontaktzeit noch auf dem Träger vorhandene Desinfektionsmittellösung 

in diese Untersuchung miteinzubeziehen sei. Eine getrennte Analyse des Keimträgers und 

der auf dem Träger befindlichen Desinfektionsmittelllösung auf Infektiosität sollte Aufschluss 

darüber geben, ob das Virus an dem Träger haften bleibt oder durch Überschichtung des 

Trägers mit Deinfektionsmittel in dem Präparat suspendiert wird. Hierzu wurden viruskonta-

minierte Träger (Punkt 3.1.5.4) mit 0,16 ml WSH (anstelle Desinfektionsmittel) überschichtet 

und nach Ablauf von 15, 30, 60 und 120 min die Keimträger und WSH quantitativ auf Infekti-

osität geprüft (Punkt 3.1.2.2.1) und (Abb. 6). 
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3.1.5.7 Viruzide Wirksamkeit im Handel erhältlicher Desinfektionsmittel für den Le-
bensmittelbereich 

Um erste Daten über die viruzide Wirksamkeit dieser auf Bakterizidie und oft auch Fungizidie 

geprüften Substanzen zu erhalten, als auch um die Praktikabilität der etablierten Methodik zu 

beurteilen, wurden verschiedene kommerzielle Desinfektionsmittel für den Lebensmittelbe-

reich auf ihre viruzide Wirksamkeit hin geprüft (siehe Punkt 3.1.3.2).  
 

3.1.5.7.1 Prüfmethodik 

Die Prüfung auf Viruzidie erfolgte wie unter Punkt 3.2.4 und in Abb. 27 beschrieben. 

 

3.1.5.7.2 Beurteilung der Ergebnisse der Wirksamkeitsprüfung für Viruzidie 

Die Beurteilung der viruziden Wirksamkeit für die Keimträgerversuche (V2 A-Stahl und Poly-

ethylen 500) erfolgte in Anlehnung an die von der CEN herausgegebenen „Richtlinien für die 

Prüfung chemischer Desinfektionsmittel“. Dabei gilt eine Titerreduktion um vier Zehnerpoten-

zen als ausreichend viruzid. 
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3.2 Ergebnisse 

 

3.2.1 Tenazität unbehüllter und behüllter Virusarten gegenüber verschiedenen biozid 
wirksamen Grundchemikalien 

Nachfolgend sind die Reduktionstiter der geprüften Virusarten nach unterschiedlicher Einwir-

kungsdauer der in verschiedenen Konzentrationen angewendeten Desinfektionsmittel wie-

dergegeben. Eine vollständige Aufstellung der Messwerte findet sich im Anhang. 

Die graphischen Darstellungen geben die prozentuale Differenz der Infektiositätstiter aus den 

Kontrollansätzen (ohne Desinfektionsmittel) und den Ansätzen mit den bioziden Substanzen 

wieder. Die Säulenhöhen entsprechen somit dem Ausmaß des Verlustes an Infektiosität 

nach Einwirkung der Chemikalien. Insgesamt wurde deutlich, dass die behüllten Virusarten 

eine geringere Tenazität gegenüber den verwendeten Chemikalien aufwiesen als die unbe-

hüllten Virusarten. Darüberhinaus bestanden Unterschiede in der Tenazität zwischen den 

Virusarten. Weiterhin wurde aus der Gesamtheit der Versuche erkennbar, dass die verwen-

deten Grundchemikalien besonders in sehr niedrigen Konzentrationen in Anwesenheit von 

Eiweiß eine z.T. beträchtlich reduzierte Wirksamkeit aufwiesen.  

 

3.2.1.1 Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber Formaldehyd 

Die Widerstandsfähigkeit der unbehüllten Virusarten gegenüber Formaldehyd war nicht ein-

heitlich. Am widerstandsfähigsten erwies sich das Reovirus, gefolgt von bovinem Parvovirus, 

ECBO – Virus und schließlich FCV. 

Unter Eiweißzusatz waren diese Unterschiede zwar ähnlich, jedoch bei eingeschränkter 

Wirksamkeit gegenüber den verschiedenen Virusarten. Dies war besonders bei der Prüfung 

mit Reovirus offensichtlich (siehe Abb. 7.1 und 7.2). 

 

3.2.1.2 Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber Formaldehyd  

Bei der Prüfung der Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber Formaldehyd war EAV am 

widerstandsfähigsten. Dies traf besonders für die niedrigste Formaldehydkonzentration 

(0,25%) zu. Bei höherer Konzentration (1,0%) glichen sich die Unterschiede an. Geringfügig 

weniger widerstandsfähig als das EAV erwiesen sich das BHV1 und das NDV, gefolgt in ge-

ringem Abstand von dem Vacciniavirus. Wie bereits bei den unbehüllten Virusarten be-
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schrieben, waren auch die behüllten Virusarten, besonders bei niedriger Formaldehydkon-

zentration durch Eiweißzugabe vor der Einwirkung des Desinfektionsmittels geschützt (siehe 
Abb. 7.3 und 7.4).  

. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.7.1: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 0,25% Formaldehyd 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.7.2: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 1,0% Formaldehyd 
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Abb.7.3: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 0,25% Formaldehyd 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.7.4: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 1,0% Formaldehyd 
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3.2.1.3 Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber Ameisensäure 

Die ausgewählten unbehüllten Virusarten wiesen gegenüber Ameisensäure z.T. beträchtli-

che Tenazitätsunterschiede auf. Sehr deutlich wurde dies beim Vergleich der Tenazitäten 

von Reoviren und FCV gegenüber der 2%igen Ameisensäurelösung. Geringer waren die Un-

terschiede sowohl zwischen dem BPV und dem ECBO – Virus als auch zwischen diesen 

beiden Viren und dem Reovirus. Gemessen an dem Versuch mit der 2%igen Ameisensäure-

lösung erwies sich das Reovirus am widerstandsfähigsten. BPV, ECBO- Virus und FCV be-

saßen eine in dieser Reihenfolge abnehmende Widerstandsfähigkeit. (siehe Abb. 8.1 und 
8.2). 

 

3.2.1.4 Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber Ameisensäure  

Auch bei der Prüfung der Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber Ameisensäure erga-

ben sich erhebliche Wirksamkeitsunterschiede, besonders im Versuch mit der 0,1%igen Lö-

sung. Gemessen an dem Versuch mit der 0,5%igen Ameisensäure besaßen das EAV und 

das NDV als auch das Vacciniavirus und das BHV1 jeweils eine vergleichbare Widerstands-

fähigkeit. Die höhere Tenazität wiesen in diesem Versuch das NDV und das EAV auf (siehe 
Abb. 8.3 und 8.4). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.8.1: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 0,50% Ameisensäure 
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Abb.8.2: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 2,0% Ameisensäure 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.8.3: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 0,1% Ameisensäure 

 

 

 

A B C D A B C D A B C D A B C D

0

20

40

60

80

100

Einwirkzeit [min] 

A = 15     B = 30 

C = 60     D = 120 

BPV 
ECBO-
Virus Reovirus FCV 

 

2,0% Ameisensäure 

Ohne Eiweiß 
Mit Eiweiß 

R
ed

uk
tio

ns
ra

te
 in

 P
ro

-
ze

nt
 z

ur
 K

on
tro

lle
 

A B C D A B C D A B C D A B C D

0

20

40

60

80

100

Einwirkzeit [min] 

A = 5   B = 15 

C = 30   D = 60 

0,1% Ameisensäure 

EAV Vaccinavirus 
BHV1 NDV 

Mit Eiweiß 
Ohne Eiweiß 

R
ed

uk
tio

ns
ra

te
 in

 P
ro

-
ze

nt
 z

ur
 K

on
tro

lle
 



58 Ergebnisse 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.8.4: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 0,5% Ameisensäure 

 

 

3.2.1.5 Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber Peressigsäure 

Unter Einwirkung von Peressigsäure in niedriger Konzentration (0,05%) gab es ähnlich wie 

bei Aldehyden und Ameisensäure Unterschiede in der Tenazität der unbehüllten Virusarten. 

Entsprechende Unterschiede liegen auch bei höheren Peressigsäurekonzentrationen vor. 

Hiernach besitzen die geprüften Viren in der Reihenfolge FCV, Reovirus, ECBO- Virus eine 

steigende Tenazität. Auch in diesem Versuch fällt auf, dass der sogenannte Eiweißfehler 

zwar gegenüber allen Virusarten auftrat (Abb. 9.1), aber bei zunemender Konzentration des 

Desinfektionsmittels nicht gleichmäßig abnahm, sondern z.B. bei 0,05% Peressigsäure aus-

schließlich nur noch gegenüber Reovirus messbar war (Abb. 9.2).  

 

3.2.1.6 Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber Peressigsäure 

Die behüllten Virusarten wiesen gegenüber der Peressigsäure nur geringe Tenazitätsunter-

schiede auf. Dies traf für alle 3 geprüften Peressigsäure Konzentrationen zu. Eine Reihung 

der Virusspezies nach ihrer Widerstandsfähigkeit ließ sich hier nicht durchführen (siehe 
Abb. 9.4 bis 9.6). 
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Abb.9.1: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 0,01% Peressigsäure 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abb.9.2: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 0,05% Peressigsäure 
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Abb.9.3: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 0,1% Peressigsäure 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb.9.4: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 0,005% Peressigsäure 
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Abb.9.5: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 0,01% Peressigsäure 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.9.6: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 0,05% Peressigsäure 
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3.2.1.7 Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber Natriumhypochlorit  

Wie aus den Abb. 10.1 und 10.2 hervorgeht, ist ausschließlich aus den Versuchen unter Ei-

weißbelastung eine unterschiedliche Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber Natri-

umhypochlorit abzuleiten. Danach besteht in der Reihenfolge vom BPV über das ECBO – 

Virus, dem Reovirus bis zum FCV eine abnehmende Widerstandsfähigkeit. Nach den Versu-

chen ohne Eiweißzusatz zu dem Reaktionsgemisch aus Virus und Desinfektionsmittel beste-

hen zwischen den verschiedenen Virusarten dagegen keine nenennswerten Unterschiede in 

der Tenazität gegenüber Natriumhypochlorit. 

 

3.2.1.8 Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber Natriumhypochlorit 

Die behüllten Virusarten erwiesen sich insgesamt als sehr empfindlich gegenüber Natrium-

hypochlorit. Lediglich die Versuche mit der 0,1%igen Lösung dieser Substanz wiesen nach 

den Versuchsergebnissen unter Eiweißbelastung auch Unterschiede in der Tenazität der 

verwendeten Virusarten auf. Hiernach ist das NDV gegenüber dem EAV, dem Vacciniavirus 

und dem BHV1 als widerstandsfähiger zu werten. Nach den Versuchen ohne Eiweißzusatz 

ergaben sich dagegen übereinstimmend zu den Resultaten mit den unbehüllten Virusarten 

keine nennenswerten Tenazitätsunterschiede (siehe Abb. 10.3 und 10.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Abb.10.1: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 0,5% Natriumhypochlorit 
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Abb.10.2: Tenazität der unbehüllten Virusarten gegenüber 1,0% Natriumhypochlorit 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.10.3: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 0,1% Natriumhypochlorit 
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Abb.10.4: Tenazität der behüllten Virusarten gegenüber 0,5% Natriumhypochlorit 
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3.2.2 Zusammenfassende Darstellung der Tenazität veschiedener behüllter und un-
behüllter Virusarten gegenüber verschiedenen bioziden Grundchemikalien  

In den Tabellen 7 und 8 sind aus den umfangreichen Untersuchungsergebnissen zur Tenazi-

tät unbehüllter und behüllter Virusarten gegenüber bioziden Wirkstoffen ausgewählte Daten 

wiedergegeben, die zur vergleichenden Beurteilung der Tenazität der geprüften Virusarten 

verwendet wurden. In allen Fällen gaben diese Daten die jeweils minimale Desinfektionsmit-

telkonzentration und verwendete Einwirkzeit zur Reduktion der Infektiosität der jeweiligen 

Viren um 4 Zehnerpotenzen wieder.  

Wie unter Punkt 3.1.4.1.2 zur vergleichenden Beurteilung der Tenazität der geprüften unbe-

hüllten und behüllten Virusarten gegenüber bioziden Wirkstoffen aufgeführt, war die Tenazi-

tät von Reoviren und dem ECBO – Virus geringfügig niedriger als beim bovinen Parvovirus. 

In der Summe erwies sich hiernach das bovine Parvovirus von den in die Untersuchung ein-

bezogenen Virusarten als am widerstandsfähigsten gegenüber den aufgeführten Desinfekti-

onsmitteln. Die behüllten Virusarten als auch das feline Calicivirus erwiesen sich insgesamt 

als weniger widerstandsfähig als die vorgenannten Erreger. Auffällig war lediglich die uner-

wartete hohe Tenazität des equinen Arteritisvirus gegenüber Formaldehyd und Ameisensäu-

re. Nach dem EAV als das widerstandsfähigste Virus ist bei fallender Reihung der Tenazität 

zunächst das NDV und dann auf gleicher Ebene das BHV1 und das Vacciniavirus nach 

Punkt 3.1.4.1.2 zu nennen. Unter Beachtung der in Punkt 4.1 aufgestellten Kriterien zur 

Auswahl eines geeigneten Testvirus wurde in Verbindung mit den vorgestellten Ergebnissen 

zur Tenazität verschiedener als Testvirus in Frage kommender Virusarten das ECBO- Virus 

als Testvirus bestimmt. Das ECBO- Virus vermehrt sich zu hohen Titern in permanenten 

Zellkulturen und induzierte innerhalb kurzer Zeit (24 h) einen ausgeprägten zytopathischen 

Effekt in MDBK- Zellen. 
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Tabelle 7: Tenazität unbehüllter Viren gegenüber verschiedenen Desinfektionsmitteln bei 
20 °C in der Suspension 

Minimale Desinfektionsmittelkonzentrationen 
und Einwirkzeiten zur Reduktion des Titers 

um 4 Zehnerpotenzen 

Desinfektionsmittel 
und ihre verwende-
ten  Konzentratio-

nen 

[%] 

Eiweißbelastung

(1,0% Hefeex-
trakt + 1,0% Bo-

vines 
Serumalbumin) ECBO- 

Virus 

Reo- 

virus 

Felines 

Calici- 

virus 

Bovines 

Parvo-
virus 

Formaldehyd 

0,25 - 0,5 - 1,0 

+ 1 %* 

120 min 
> 1 % 

>120 min 

0,5 % 

120 min 

>1%> 

120 min 

Ameisensäure 

0,5 -1,0 -2,0 

+ 1 % 

15 min 
> 2 % > 

120 min 

1 % 

15 min 

>2%> 

120 min 

Peressigsäure 

0,01- 0,05 - 0,1 

+ 0,05 % 

15 min 

0,1 % 

15 min 

0,05 % 

15 min 

>0,1%> 

120 min 

Natriumhypochlorit 

0,25 – 0,5 – 1,0 

+ 1 % 

60 min 

0,5 % 

60 min 

0,25 % 

15 min 

>1%> 

120 min 

 
 
Tabelle 8: Tenazität behüllter Viren gegenüber verschiedenen Desinfektionsmitteln bei 

20 °C in der Suspension 

Minimale Desinfektionsmittelkonzentrationen 
und Einwirkzeiten zur Reduktion des Titers 

um 4- Zehnerpotenzen 

Desinfektionsmittel 
und ihre verwen-

deten Konzentrati-
onen 

[%] 

Eiweißbelastung

(1,0% Hefeex-
trakt + 1,0% Bo-

vines 
Serumalbumin) 

Equines 

Arteritis 

Virus 

Bovines 

Herpes 

Virus 

Vaccinia 

Virus 

Newcastle

Disease 

virus 

Formaldehyd 

0,25 - 0,5 -1,0 

+ > 1 % > 

60 min 

0,5 %* 

30 min 

0,5 %* 

60 min 

0,5 %* 

30 min 

Ameisensäure 

0,1 - 0,5 -1,0 

+ >1 % 

> 60 min 

0,1 % 

5 min 

0,5 % 

15 min 

1,0 % 

30 min 

Peressigsäure 

0,005 - 0,01 - 0,05 

+ 0,05 % 

5 min 

0,05 % 

5 min 

0,05 % 

5 min 

0,05 % 

5 min 

Natriumhypochlorit 

0,1 – 0,5 – 1,0 

+ 0,5 % 

5 min 

0,5 % 

5 min 

0,1 % 

5 min 

0,5 % 

15 min 
* Augrund der Toxizität von Formaldehyd konnte die Reduktion des Titers nach 

4-Zehnerpotenzen nicht nachgewiesen werden 
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3.2.3 Etablierung des Keimträgermodelles zur Prüfung der viruziden Wirksamkeit von 
Desinfektionsmitteln auf Oberflächen im Lebensmittelbereich 

Im Rahmen der Etablierung eines Keimträgermodells waren im Wesentlichen Antworten auf 

die Fragen nach dem Einfluss der Trocknung auf die Infektiosität des Testvirus, sowie nach 

der Eignung praktikabler Methoden zur Rückgewinnung des Virus von den Trägermaterialien 

und dem quantitativen Nachweis der Restinfektiosität des Virus zu finden. 

 

3.2.3.1 Einfluss der Trocknung auf die Infektiosität des Testvirus 

Die vollständige Trocknung der in Reagenzglasröhrchen pipettierten Virussuspensionen er-

forderte unter dem Luftstrom der Reinraumwerkbank bei Raumtemperatur einen Zeitraum 

von durchschnittlich 2,5 h für 0,1 ml Virussuspension (Tabelle 9), 4,0 h für 0,2 ml Virussus-

pension und 5,5 h für 0,3 ml Virussuspension (Tabelle 10). Nach Ablauf dieser Zeitspannen 

entsprachen die Gewichte der zuvor befüllten Röhrchen jeweils ihrem Gewicht vor Befüllung. 

 

Die zu Beginn und nach Ablauf der Trocknungszeit ermittelten Infektiositätstiter der in ge-

schlossenen Röhrchen mitgeführten Kontrollen, waren in allen durchgeführten Versuchen 

nahezu identisch. Titerdifferenzen traten vereinzelt lediglich bis zu einer Höhe von 0,25 log10 

KID50/ml auf. In den mit WSH als Suspensionsmedium für das Virus durchgeführten Versu-

chen, in denen 0,1 ml Virussuspension eingesetzt wurden, wiesen dagegen die getrockneten 

und anschließend resuspendierten Virussuspensionen im Vergleich zu den Kontrollen niedri-

gere Infektiositätstiter auf. In dieser als Fünffachansatz durchgeführten Versuchsreihe, be-

trugen die Titerreduktionen in drei Fällen eine Höhe von jeweils einer Zehnerpotenz und in 

zwei Fällen von jeweils 1,25 Zehnerpotenzen (Abb.11).  
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K1= Ausgangstiter 

K2= Virustiter am Ende der Antrocknungszeit 
 
Abb.11: Infektiositätstiter des ECBO- Virus der Kontrollsuspension und in der nach voll-

ständiger Trocknung rekonstituierten Suspensionen 

 

 

 
Tabelle 9 Ermittlung der Trocknungszeit von 0,1 ml Testvirussuspension in Glasröhrchen 

unter dem laminaren Luftstrom einer Reinraumwerkbank bei 20 °C und 45-50% 
relativer Feuchte  

Röhrchengewicht mit 0,1 ml Testvirus [g] Trocnungs-

zeit (min) Nr. 

1 

Nr. 

2 

Nr. 

3 

Nr. 

4 

Nr. 

5 

Röhrchengewicht  

ohne Testvirus [g] 

0 10,88 13,03 12,95 15,34 13,85 

30 10,88 13,03 12,94 15,34 13,84 

60 10,87 13,01 12,93 15,32 13,82 

90 10,84 12,99 12,90 15,29 13,79 

120 10,81 12,96 12,87 15,26 13,77 

150 10,79 12,93 12,85 15,24 13,75 

10,79 (1) 
12,93 (2)  
12,85 (3) 
15,24 (4) 
13,75 (5) 

 

 

5

5,25

5,5

5,75

6

6,25

6,5

6,75

7

                                                1        2       3        4      5 

Kontrollsuspension Nach vollständiger Trocknung 
rekonstituierte Suspensionen 

K1     K2 

 

V
iru

st
ite

r i
n 

lo
g 

10
 K

ID
50

/m
l 



Ergebnisse   69 

 

In zusätzlichen Versuchen, die mit Mengen von 0,2 ml und 0,3 ml Virussuspension durchge-

führt wurden, betrugen die Titerreduktionen nach Trocknung in einem Fall 1,25 Zehnerpo-

tenzen und im zweiten Fall 1,50 Zehnerpotenzen (Tabelle 22). 
Bei weiteren, methodisch analogen Experimenten, die jedoch mit unterschiedlichen Kon-

zentrationen einer Mischung von HE und BSA bzw. BSA allein in der Virussuspension durch-

geführt wurden, lagen nach Trocknung im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen 

ebenfalls niedrigere Infektiositätstiter vor. Insgesamt entsprachen die Infektiositätsverluste 

(Titerdifferenzen zwischen Kontrollen und Trocknungsversuchen) jedoch lediglich durch-

schnittlich der Hälfte, bezogen auf log10KID50/ml, der Verluste an Infektiosität in den allein mit 

WSH durchgeführten Versuchen. Die Höhen der Infektiositätsverluste reichten in der über-

wiegenden Zahl der Versuche von 0,25 bis 0,5 log10KID50/ml. In lediglich zwei Versuchsan-

sätzen wurden Titerdifferenzen von jeweils 0,75 log10KID50/ml ermittelt. Wie aus den Abb. 
12 bis 14 zu entnehmen ist, ergaben sich im Hinblick auf die Konzentration der Mischung 

aus HE und BSA in der Testvirussuspension keine messbaren Unterschiede zwischen den 

jeweils ermittelten Ergebnissen. Auch die ausschließliche Verwendung von BSA als Zusatz 

zur Virussuspension ergab von Seiten der Resultate keine Unterschiede zu den Ergebnissen 

der mit der Mischung von HE und BSA durchgeführten Versuche (Abb. 15). 
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Tabelle 10 Ermittlung der Trocknungszeit von 0,2 ml und 0,3 ml Testvirussuspension in 
Glasröhrchen unter dem laminaren Luftstrom einer Reinraumwerkbank bei 20 
°C und 45-50% Luftfeuchtigkeit 

 

Röhrchengewicht mit Testvirus [g] Trocknungszeit 

(min) 0,2 ml  0,3 ml  

Röhrchengewicht  

ohne Testvirus [g] 

0 12,90 12,99 12,69 (0,2 ml) 

30 12,90 12,99 12,68 (0,3 ml) 

60 12,88 12,96  

75 12,86 12,93  

105 12,82 12,89  

165 12,78 12,82  

210 12,74 12,77  

240 12,70 12,74  

250 12,69 12,72  

290  12,70  

320  12,68  
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K1= Ausgangstiter 

K2= Virustiter am Ende der Antrocknungszeit 
Zusammensetzung des Virussuspensionsmediums vor Antrocknung: 1 Teil PBS + 1 Teil WSH mit jeweils 0,2% 
BSA und HE 
 
Abb.12 Infektiositätstiter des ECBO- Virus der Kontrollsuspension und nach vollständiger 

Trocknung in Abhängigkeit vom Eiweißgehalt der Virussuspension vor Antrocknung 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Zusammensetzung des Virussuspensionsmediums vor Antrocknung: 1 Teil PBS + 3 Teile WSH mit jeweils 0,2% 
BSA und HE 
 
Abb.13 Infektiositätstiter des ECBO- Virus der Kontrollsuspension und nach vollständiger 

Trocknung in Abhängigkeit vom Eiweißgehalt der Virussuspension vor Antrocknung 
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Zusammensetzung des Virussuspensionsmediums vor Antrocknung: 1 Teil PBS + 9 Teile WSH mit jeweils 0,2% 
BSA und HE 

 
Abb.14 Infektiositätstiter des ECBO- Virus der Kontrollsuspension und nach vollständiger 

Trocknung in Abhängigkeit vom Eiweißgehalt der Virussuspension vor Antrocknung 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Zusammensetzung des Virussuspensionsmediums vor Antrocknung: 1 Teil PBS + 1 Teil WSH mit 1,0% BSA  
 
 
Abb.15 Infektiositätstiter des ECBO- Virus der Kontrollsuspension und nach vollständiger 

Trocknung in Abhängigkeit vom Eiweißgehalt der Virussuspension vor Antrocknung 
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3.2.3.2 Bestimmung der Infektiosität des Testvirus nach Antrocknung an Keimträger-
oberflächen unter Verwendung verschiedener Desorptionstechniken 

Nachdem der Einfluss der Trocknung in Abhängigkeit verschiedener Eiweißzusätze zur 

Testvirussuspension auf die Infektiosität des Testvirus dokumentiert war, dienten die in die-

sem Kapitel beschriebenen Experimente der Frage, in welchem Umfang an die Keim-

trägeroberfläche adsorbiertes Testvirus in infektiöser Form von der Oberfläche zu eluieren 

war. Damit zielten diese Versuche gleichzeitig auf die Optimierung der Elutionstechnik ab.  

 

3.2.3.2.1 Bestimmung der Antrocknungszeit der Testvirussuspension an die Keimträ-
ger 

Die mit 0,1 ml der Testvirussuspension beschickten Keimträger, die zur Trock-

nung/Adsorption unter den laminaren Luftstrom der Reinraumwerkbank platziert wurden, er-

reichten nach einer durchschnittlich 70-minütigen Lagerung bei Raumtemperatur ihre vor 

Zugabe der Virussuspension ermittelten Gewichte (siehe Tabelle 11 und 12). 
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Tabelle.11 Ermittlung der Trocknungszeit der auf die Oberfläche der V 2 A-Stahlträger 
verteilten Testvirussuspension (0,1 ml) unter dem laminaren Luftstrom einer 
Reinraumwerkbank bei 20 °C und 45-50% relative Feuchte 

Trägergewicht mit 0,1 ml Testvirus [g] Trocnungs-

zeit (min) Nr. 

1 

Nr. 

2 

Nr. 

3 

Nr. 

4 

Nr. 

5 

Nr. 

6 

Trägergewicht  

ohne Testvirus [g] 

0 3,17 3,18 3,15 3,14 3,15 3,16 

30 3,14 3,13 3,11 3,10 3,11 3,12 

60 3,10 3,10 3,07 3,07 3,07 3,09 

75 3,07 3,08 3,05 3,04 3,05 3,06 

3,07 (1) 
3,08 (2)  
3,05 (3) 
3,04 (4) 
3,05 (5) 
3,06 (6) 

 

 

 

Tabelle.12 Ermittlung der Trocknungszeit der auf die Oberfläche der Makrolonträger ver-
teilten Testvirussuspension (0,1 ml) unter dem laminaren Luftstrom einer 
Reinraumwerkbank bei 20 °C und 45-50% relative Feuchte  

Trägergewicht mit 0,1 ml Testvirus [g] Trocnungs-

zeit (min) Nr. 

1 

Nr. 

2 

Nr. 

3 

Nr. 

4 

Nr. 

5 

Nr. 

6 

Trägergewicht  

ohne Testvirus [g] 

0 3,10 3,12 3,15 3,13 3,16 3,21 

30 3,07 3,09 3,11 3,10 3,12 3,17 

60 3,03 3,05 3,07 3,06 3,08 3,13 

75 3,0 3,02 3,05 3,03 3,06 3,11 

3,0 (1) 
3,02 (2)  
3,05 (3) 
3,03 (4) 
3,06 (5) 
3,11 (6) 
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3.2.3.2.2 Desorption des an die Keimträger angetrockneten Testvirus 

3.2.3.2.2.1 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Keimträger  

Die in Abbildung 16a und 17a wiedergegebenen rasterelektronenmikroskopischen Aufnah-

men zeigen die Ultrastrukturen der Oberflächen der verwendeten Keimträger aus V2 A-Stahl 

und Polyethylen. Die makroskopisch glatt und glänzend erscheinenden Materialien wiesen 

eine rissige, z.T. von Furchen durchzogene unregelmäßige Oberfläche auf. Die an die Trä-

ger angetrocknete Virussuspension gleicht im rasterelektronenmikroskopischen Bild borki-

gen, schuppigen und z.T. auch flockigen Auflagerungen, die mit der Oberfläche der Träger 

verbunden zu sein scheinen. Viruspartikel sind aufgrund des geringen Durchmessers des 

ECBO- Virus nicht zu erkennen. 

 
Abbidung 16A: Rasterelektronenmikroskopisches Bild der Oberfläche der V2 A-Stahl Keim-

träger (Vergrößerung x 1500, Leo Elektronenmikroskopie GmbH, Oberko-
chen) 

 

 

 
Abbidung 16B:  Rasterelektronenmikroskopisches Bild der Oberfläche der V2 A -Stahl Keim-

träger nach Antrocknung der Testvirussuspension (Vergrößerung  x 1333, 
Leo Elektronenmikroskopie GmbH, Oberkochen) 
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Abbidung 17A:  Rasterelektronenmikroskopisches Bild der Oberfläche der Polyethylen 

Keimträger (Vergrößerung x 1500, Leo Elektronenmikroskopie GmbH, O-
berkochen) 

 

 

 

 

 

 

 
Abbidung 17B: Rasterelektronenmikroskopisches Bild der Oberfläche der Polyethylen 

Keimträger nach Antrocknung der Testvirussuspension (Vergrößerung x 
1333, Leo Elektronenmikroskopie GmbH, Oberkochen) 
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3.2.3.2.2.2 Versuchsergebnisse unter Verwendung von V2 A-Stahlträgern 

Abschwemmtechnik 

Die Versuche zur Elution der an die Träger aus V2A-Stahl adsorbierten Virussuspensionen 

durch vollständige Benetzung der Träger mit MEM und anschließender Behandlung mit dem 

Vortexer bzw. Ultraschall resultierten in unterschiedlich hohen Rückgewinnungsanteilen. Die 

gemessenen Infektiositätstiter erreichten nur in Einzelfällen 10 % des adsorpierten Virus. 

Dabei war bereits nach kurzer Einwirkzeit ein hoher Anteil des maximal von den Trägern elu-

ierbaren Virus im Eluat nachweisbar. Dies ist den unter dem Zeitraum „0“ aufgeführten Infek-

tiositätstitern der Tabellen 26 bis 28 zu entnehmen. Zur Bestimmung des Beginns der 

Elutionszeit wurden die Träger in das Suspensionsmedium vollständig eingetaucht und dar-

aufhin sofort wieder entnommen. Dieser Vorgang benötigte nicht mehr als durchschnittlich 

3 s. Eine weitere Behandlung der Träger für einen Zeitraum von 15 s führte zu einem mess-

baren Anstieg des Infektiositätstiters im Eluat. Was die Titerhöhen betraf, ergaben sich zwi-

schen den geprüften Elutionshilfen (Vortexer, Ultraschall bzw. beides) keine nennenswerten 

Unterschiede. Auch eine Verlängerung der Behandlungszeiten auf jeweils bis zu 120 s führte 

bei keiner der Suspensionstechniken zu einem weiteren Anstieg der Titer in den Suspensi-

onsmedien. Dieses Ergebnis ist den Tabellen 26 bis 28 sowie Abb. 18 zu entnehmen. Die 

für diese Zeiträume bestimmten Rückgewinnungsraten variierten bezüglich der Infektiosität 

und reichten von 1,78 % bis 10 %.  

 

Abstrichtechnik 

Die Wiedergewinnung von infektiösem Virus von den zum Abtupfen der Testkeimträger-

flächen unter Standardbedingungen verwendeten Watteträgern erfolgte in Analogie zur Ab-

schwemmtechnik. Auch in diesen Versuchen erreichten die Wiedergewinnungsraten nur in 

Ausnahmefällen einen Wert von 10 %. Die Elution des Testvirus von den Watteträgern zeigte 

in Verlauf und Höhe der Wiedergewinnungsraten eine hohe Übereinstimmung mit den Ver-

suchsergebnissen zur Abschwemmung des Testvirus von den Keimträgerflächen. Die ein-

zelnen Versuchsergebnisse sind analog zu der Darstellung der Ergebnisse der 

Abschwemmtechnik in den Tabellen 29, 30 und 31 wiedergegeben (siehe Abb. 19). 
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Abb: 18 Infektiositätstiter des mit der Abschwemmtechnik von den V2 A-Stahl-Trägern 

desorbierten Testvirus in Abhängigkeit von der Verwendung mechanischer 
Hilfen 
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Abb: 19 Infektiositätstiter des mit der Abstrichtechnik von den V2 A-Stahl-Trägern de-
sorbierten Testvirus in Abhängigkeit von der Verwendung mechanischer Hilfen 
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3.2.3.2.2.3 Versuchsergebnisse unter Verwendung von Trägern aus Makrolon 

Abschwemmtechnik 

Die Versuche zur Abschwemmung des an die Kunststoffoberfläche adsorbierten Virus mit 

MEM unter Zuhilfenahme eines Laborschüttlers und/oder der Anwendung von Ultraschall 

ergaben weitgehend übereinstimmende Ergebnisse mit den unter Verwendung von 

V2 A Stahl erzielten Resultaten. Die im Rahmen dieser Elutionsversuche ermittelten Infektio-

sitätstiter sind in den Tabellen 32 (Versuche zur Rückgewinnung des Testvirus unter Ver-

wendung des Vortexers), in Tabelle 33 (Elutionsversuche mit Ultraschall) und in Tabelle 34 

(Verwendung von Vortexer plus Ultraschall zur Elution) sowie Abb. 20 dargestellt. 

 

Abstrichtechnik 

Das unter Standardbedingungen erfolgte Abtupfern der mit Virus beschickten Kunststoff-

oberflächen lieferte der Abstrichtechnik vergleichbare Ergebnisse zu den entsprechenden 

Versuchen mit Edelstahl als Keimträger. Zum Studium dieser Ergebnisse wird auf Abb. 21 

sowie die Tabellen 35 bis 37 im Anhang unter Punkt 8 verwiesen. 
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Abb: 20 Infektiositätstiter des mit der Abschwemmtechnik von den Makrolonträgern 
desorbierten Testvirus in Abhängigkeit von der Verwendung mechanischer 
Hilfen 
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Abb: 21 Infektiositätstiter des mit der Abstrichtechnik von den Makrolonträgern desor-

bierten Testvirus in Abhängigkeit von der Verwendung mechanischer Hilfen 
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3.2.3.2.3 Bestimmung der verbliebenen Infektiosität nach erfolgter Desorption des 
Testvirus mittels Abschwemm- und Abstrichtechnik von den V 2A-Stahl 
Keimträgern 

Nach Desorption des Virus von den Keimträgern unter Verwendung der Abschwemm- oder 

Abstrichtechnik stellte sich die Frage, welche Infektiosität die Keimträger danach noch auf-

wiesen. Um auf den Keimträgern verbliebenes Testvirus nachzuweisen, wurde eine weitere 

Desorption des Virus von den Keimträgern mittels Abschwemm- oder Abstrichtechnik unter 

Vervendung von neuem Medium und Verlängerung der  Behandlungszeiten auf jeweils bis 

zu 2 Minuten durchgeführt (Desorption des Virus durch Ultraschallbehandlung und schütteln) 

Für die verschiedenen Behandlungszeiten (15, 30, 45, 60 und 120 s) mit Abschwemm- und 

Abstrichtechnik ergab sich kein weiterer Anstieg der Titer (maximal 0,56%). Lediglich für den 

Zeitpunkt „0“ ergab sich ein Infektiositätstiter, der ähnlich hoch war wie bei dem ersten Eluti-

onsversuch mit der Abschwemmtechnik (3,16%) bzw. der Abstrichtechnik (5,62%) (Abb. 22 
und 23).  

Auch die Desorption von am Keimträger verbliebenem Testvirus mittels Einwirkung von di-

rektem Ultraschall in neuem MEM für 30, 60, 90 und 120 s führte bei keiner der Suspen-

sionen zu einem weiteren Anstieg der Titer (max. 0,05%) (Abb. 24). 
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Abb: 22 Versuche zum erneuten Nachweis von Restvirus von bereits mit dem Ab-
schwemmverfahren behandelten Träger durch Einwirkung von Vortexer und 
Ultraschall 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Infektiositätstiter nach verschiedenen Behandlungszeiten mit Vortexer 
und Ultraschall 

Behandlungsdauer [s] 0 15 30 45 60 120 
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log10 KID50/Träger 6,0 6,25 6,5 6,25 6,0 6,25 

Versuchsansatz 
log10 KID50/Träger 3,0 5,25 4,75 5,25 5,0 5,0 

Prozentuale Rückgewin-
nungsrate 0,1% 10% 1,79% 10% 10% 5,63% 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Versuchsansatz 
log10 KID50/Träger 4,5 2,75 3,0 4,0 2,75 2,75 

Prozentuale Rückgewin-
nungsrate 3,16% 0,03% 0,03% 0,56% 0,05% 0,03% 
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Abb: 23 Versuche zum erneuten Nachweis von Restvirus von bereits mit dem Ab-
strichverfahren behandelten Träger durch Einwirkung von Vortexer und Ultra-
schall 
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Abb:24 Versuche zum Nachweis vom Restvirus von bereits mit einem Desorptionsver-
fahren unterzogenen Träger durch direkte Ultraschallbehandlung  
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3.2.3.3 Infektiositätsgehalt des ECBO-Virus im Überstand und auf dem Träger nach 
Zugabe des “Desinfektionsmittels“ 

Die zu verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe des “Desinfektionsmittels“ (anstelle des 

Desinfektionsmittels wurde WSH verwendet) auf den virusbeschichten Keimträger in der 

Desinfektionsmittellösung als auch der vom Keimträger nach Abschwemmung ermittelten 

Infektiositätstiter sind den Abb. 25 und 26 zu entnehmen. Die Ergebnisse sind in den Tabel-
len 38 und 39 und den Abb. 25 und 26 dargestellt. Wie aus den Abbildungen und den Ta-

bellen zu entnehmen ist, kann in der Desinfektionsmittellösung bereits nach kurzer 

Einwirkzeit (15 min) ein hoher Infektiositätstiter des Restvirus nachgewiesen werden. Mit Zu-

nahme der Einwirkzeit (bis 120 min) traten keine nennenswerten Veränderungen der Titer 

auf. Der Titer des an den Keimträgern verbliebenen Testvirus lag jedoch in allen Fällen ge-

ringfügig über dem des durch Zugabe des “Desinfektionsmittels“ desorbierten Virus. Die Er-

gebnisse der mit beiden Keimträgernmodellen durchgeführten Versuche waren nahezu 

identisch.  

 

 

Abb: 25 Infektiositätsgehalt des ECBO-Virus im Überstand und auf dem Träger nach 
Zugabe des “Desinfektionsmittels“ 
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Abb: 26 Infektiositätsgehalt des ECBO-Virus im Überstand und auf dem Träger nach 
Zugabe des “Desinfektionsmittels“ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4 Methodik des Keimträgertests zur Prüfung der Wirksamkeit von Desinfektions-
mitteln gegen animale Viren im Lebensmittelbereich 

Aus den Ergebnissen der bisher aufgeführten Versuche ergab sich folgende Anleitung für die 

Durchführung von Keimträgerversuchen zur Prüfung der Wirksamkeit von Desinfektionsmit-

teln gegen animale Viren im Lebensmittelbereich. 

Die Testvirussuspension wird mit Lösungen von HE und BSA in WSH von jeweils 0,1% 

(Punkt 3.1.4.1.3) im Verhältnis 1:1 (v/v) gemischt. Anschließend werden viruskontaminierte 

Träger (Punkt 3.1.5.4) (Antrocknungszeit 70) mit 0,16 ml Desinfektionsmittel überschichtet 

und 15, 30, 60, und 120 min bei 10 °C gelagert. Als Viruskontrolle dient 0.16 ml WSH (über-

schichte Träger). Am Ende der Einwirkungszeiten von 15, 30, 60, und 120 min werden die 

Träger inkl. des Desinfektiosmittels in Greiner® Rörchen mit 10 ml MEM eingelegt und für 

jeweils 30 s mit dem Vortexer und im Ultraschallwasserbad behandelt. Anschließend werden 

die Suspensionen quantitativ auf Infektiosität geprüft wie unter Punkt 3.1.2.2.1 dargestellt 
(siehe Abb. 27). 
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3.2.5 Prüfung verschiedener für den Lebensmittelbereich vorgesehener Desinfekti-
onsmittel auf Viruzidie unter Verwendung des etablierten Keimträgermodells 
und ECBO- Virus als Testvirus 

 

3.2.5.1 Auswahl der Desinfektionsmittel 

Die in der Liste der DVG für den Lebensmittelbereich aufgeführten und nach Wirkstoffgrup-

pen zusammengefassten Desinfektionsmittel sind in Tabelle 13 aufgeführt. Wie aus der Auf-

stellung ersichtlich, dominieren in der Häufigkeit Desinfektionsmittel mit diesen Wirkstoffen. 

Aus diesen am häufigsten vertretenen Wirkstoffen wurden je Gruppe ein Desinfektionsmittel 

zufällig für die Viruzidieprüfung mit dem etablierten Keimträgermodell ausgewählt. Bei diesen 

Präparaten handelte es sich um die unter Punkt 3.1.3.2 im Kapital “Material und Methoden“ 

aufgeführten Desinfektionsmittel. 

 

Tabelle 13: Anzahl der in der DVG- Liste für den Lebensmittelbereich aufgeführten 
Desinfektionsmittel mit übereinstimmenden Hauptwirkstoffen 

Wirkstoff Desinfektionsmittel* [n] 

Quat. Ammoniumverbindungen 133 

Alkylamin 30 

Natriumhypochlorit, Tenside 23 

Alkohol 21 

Peressigsäure, Wasserstofperoxid  16 

Activchlor 7 

Peroxidverbindungen, Organ.Säure, 
Oberflächenactive Substanzen 3 

Alkohol, Aldehyde 3 

Amphotenside 3 

Anorgan.u. organ.Säure 1 

Säure, anionische Tenside 1 

* 6. Desinfektionsmittelliste der DVG für den Lebensmittelbereich 2003 
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3.2.5.2 Viruzide Wirksamkeit von Steril®, HM3000®, Divodes FG® und neoquat s® 

Die Bestimmung der viruziden Wirksamkeit der o.a. Desinfektionsmittel für den Lebensmit-

telbereich diente vornehmlich zur Eignungsprüfung der etablierten Methodik an Desinfekti-

onsmitteln mit unterschiedlichen Wirkstoffen. 

In Ergänzung der unter Punkt 3.2.3.3 aufgeführten Ergebnisse wurde in einem Fall die Inak-

tivierung des Virus durch das auf den Träger pipettierte Desinfektionsmittel wie nachfolgend 

skizziert (Punkt 3.2.5.2.1) vorgenommen. 

 

3.2.5.2.1 Restvirusgehalt auf der V2 A-Stahlträgeroberfläche und in dem zur Desinfek-
tion verwendeten Desinfektionsmittel nach Anwendung von Steril® 

Die Prüfung der viruziden Wirksamkeit von Steril® erfolgte zunächst lediglich unter Verwen-

dung des V2 A-Stahlträgers. In Ergänzung zum Punkt 3.2.3.3 wurde jedoch nach Anwen-

dung von Steril® die Menge an reisoliertem Restvirusgehalt  getrennt nach dessen Gehalt auf 

dem Keimträger und im Desinfektionsmittelüberstand bestimmt.  

Wie aus Abb. 28 zu entnehmen ist, führte das Desinfektionsmittel in der Suspension (Infekti-

ositätstiter des desorbierten Virus) bereits bei Anwendung niedriger Konzentration und ge-

ringer Einwirkzeit zu einer vollständigen Reduktion der Infektiosität des Testvirus. Bei der 

Bestimmung des Restvirusgehalts auf dem Keimträger wurde dagegen eine um durchschnitt-

lich ein bis 2 Zehnerpotenzen niedrigere Titerreduktion nachgewiesen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 28: Viruzide Wirksamkeit von “Steril®“ im Keimträgermodell mit ECBO- Virus  als 

Testvirus bei 10 °C 
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3.2.5.2.2  Steril® (Hauptwirkstoff: Natriumhypochlorit) 

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse zum Nachweis des gesamten Restvirus konnten bei-

de verwendeten Keimträger mit Steril® ausreichend sicher desinfiziert werden. Bereits mit 

0,5% Steril® war auf dem Keimträger aus V2 A-Stahl nach 30 min und auf beiden Keimträ-

gern unter Verwendung der 1%igen Lösung bereits nach 15 min eine Titerreduktion von 4 

Zehnerpotenzen nachweisbar (Abb. 29 und Tabelle 40 und 41). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
Abb. 29: Viruzide Wirksamkeit von “Steril®“ im Keimträgermodell mit ECBO- Virus als 

Testvirus bei 10 °C 
 

 

 

3.2.5.2.3 HM 3000® (Hauptwirkstoff: Alkylamin)  

 
Das Präparat mit der Bezeichnung “HM 3000®“ führte sowohl auf dem PE- als auch dem 

V2 A-Stahlträger nur zu minimalen Reduktionsraten des an die Träger adsorbierten Testvirus. 

Auch mit einer Konzentration von 5% des Desinfektionsmittels betrug die Titerreduktion nach 

einer Einwirkzeit in 2 h lediglich nur durchschnittlich 1 Zehnerpotenz. Bedeutende Unter-

schiede zwischen den Keimträgern lagen nicht vor (Siehe Abb. 30 Tabelle 42 und 43).  
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Abb. 30: Viruzide Wirksamkeit von „HM 3000®“ im Keimträgermodell mit ECBO- Virus als 
Testvirus bei 10 °C 

 
 

3.2.5.2.4 Divodes FG® (Hauptwirkstoff: Alkohol)  
 

Divodes FG® mit Alkohol als Hauptwirkstoff ist gebrauchsfertig auf dem Markt. Weder auf 

dem Stahl- noch dem PE- Träger war in dieser Konzentration eine virusdesinfizierende Wir-

kung vorhanden. Die Reduktionstiter erreichten auch bei 2- stündiger Einwirkzeit lediglich 0,5 

Zehnerpotenzen. (Siehe Abb. 31 Tabelle 44 und 45).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 31: Viruzide Wirksamkeit von „Divodes FG®“ im Keimträgermodell mit ECBO- Virus 

als Testvirus bei 10 °C 
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3.2.5.2.5 Neoquat s® (Hauptwirkstoff: Qua. Ammoniumverbindungen)  

Quaternäre Ammoniumverbindungen stellen den Hauptwirkstoff von “neoquat s®“ dar. Wie 

aus der Abb. 32 ersichtlich ist, besitzt auch dieser Wirkstoff keine nennenswerten viruziden 

Eigenschaften. Die gemessene Titerreduktion überschreitet auch hier nicht den Wert von 0,5 

Zehnerpotenzen (Siehe Tabelle 46 und 47). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 32: Viruzide Wirksamkeit von „neoquat s®“ im Keimträgermodell mit ECBO-  

Virus als Testvirus bei 10 °C 
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4 Diskussion 

4.1 Kriterien für die Auswahl eines Testvirus und der Keimträger 

Eine Prüfung von Desinfektionsmitteln auf ihre viruzide Wirksamkeit wird ganz entscheidend 

von der Wahl der Testorganismen bestimmt. Die Auswahl dieser als „Testviren“ bezeichne-

ten Viren unterliegt diversen Anforderungen. Von Seiten der Vertreiber von Desinfektionsmit-

teln wird die Meinung vertreten, dass als Testvirus nur ein bedeutsamer Krankheitserreger in 

Frage kommen kann. Als Begründung wird der Wunsch nach einem realen Bezug zwischen 

den Zielobjekten (Mikroorganismen) bei der Prüfung und der Anwendung (Infektionsprophy-

laxe gegenüber bedeutenden Krankheitserregern) angeführt. Eine ähnliche Philosophie wird 

auch bei der Prüfung von Desinfektionsmitteln in Nordamerika vertreten. Die „Testviren“ soll-

ten möglichst das gleiche Spektrum von Erregern repräsentieren, gegen die das Desinfekti-

onsmittel in der Praxis vorgesehen ist. Diese Vorgehensweise beschränkt jedoch die 

Anwendung des Desinfektionsmittels lediglich auf solche Fälle, die von dem Prüfumfang ab-

gedeckt sind. Mit dem Ziel der Abgabe einer allgemeinen Anwendungsempfehlung wird in 

Deutschland und im Zuge der EU-weiten Harmonisierungsbestrebungen der Desinfektions-

mittelprüfung ein anderer Weg bei der Auswahl von Testviren beschritten. Von der sicherlich 

auch emotional gelenkten Forderung, dass es sich bei den Prüfviren um bedeutende Krank-

heitserreger handeln müsse, wird abgesehen. Die auszuwählenden Testviren sollten jedoch 

hinsichtlich ihrer Widerstandsfähigkeit gegen äußere Einflüsse den Erregern oder pathoge-

nen Mikroorganismen entsprechen, bzw. eine höhere Widerstandsfähigkeit aufweisen. Sie 

dienen als ein Modell, das stellvertretend für die Prüfung mit Erregern verwendet wird. Von 

einem derartigen „Keimmodell“ lässt sich somit eine breiter gefächerte Anwendungsempfeh-

lung ableiten. Weitere Anforderungen beziehen sich auf die potentielle Gefährlichkeit der Er-

reger und ihre Vermehr- und Nachweisbarkeit. Es sollte sich weder um Erreger von 

anzeigepflichtigen Tierseuchen noch um Zoonoseerreger handeln (WEINHOLD und KÖH-

LER, 1972). Des Weiteren sollten die Teststämme unter Laborbedingungen einfach und mit 

hohen Titern vermehrbar, sicher und mit einfachen Techniken nachweisbar sein (BÖHM, 

1996). Entsprechende und darüberhinausgehende Anforderungen wurden auch bereits von 

anderen Untersuchern formuliert (SPRINGTHORPE et al., 1986). Bezogen auf die Prüfung 

an Viren bedeutet dies, dass die Testorganismen hohe Titer in permanenten Zellkulturen er-

zeugen und einen ausgeprägten zytopathischen Effekt induzieren müssen. Aus Sicht der 

Akzeptanz eines Modells wäre sicherlich noch zu fordern, dass die Erreger bekannt und in 

der Population aktuell verbreitet sind.  
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Durch eine vergleichende experimentelle Untersuchung und Zusammenstellung bekannter 

biologischer Eigenschaften von den in Frage kommenden Viren konnte das als Testvirus ge-

eignete Virus bestimmt werden. Besondere Bedeutung kam hierbei als Kriterium für die 

Auswahl eines Testvirus zweifellos die Widerstandsfähigkeit des Erregers gegenüber chemi-

schen Einflüssen zu (ANONYM, 1998). Da aus dem Schrifttum entsprechende Daten in einer 

für eine objektive Beurteilung notwendigen Vergleichbarkeit nicht zu entnehmen waren, soll-

ten eine begrenzte Anzahl unbehüllter und behüllter animaler Viren vergleichend auf ihre Wi-

derstandsfähigkeit gegenüber verschiedenen chemischen Wirkstoffen bei 20 °C mit und 

ohne Eiweißbelastung untersucht werden. Darüberhinaus wurden gleichzeitig weitere biolo-

gische Eigenschaften der Testviren ermittelt werden, z.B. Vermehrung in Zellkulturen, Ti-

terhöhen, Ausprägung des ZPE, etc.  

In Übereinstimmung mit zahlreichen Angaben aus der Literatur erwies sich das bovine Par-

vovirus (BPV) von den untersuchten Virusarten als widerstandsfähigstes Virus gegenüber 

den verwendeten bioziden Substanzen (HERBST und STRAUCH, 1991; NASSER et al., 

2002; SCOTT, 1980; BROWN, 1981; McGAVIN, 1987; KENNEDY et al., 1995). 

Was die Auswahl eines geeigneten Testvirus anbetrifft, ist die Höhe der Widerstandsfähigkeit 

jedoch nicht ein ausschließliches Kriterium. Gemessen an weiteren Kriterien, insbesondere 

der Vermehrbarkeit und dem Nachweis in Zellkulturen, besitzt das geringfügig weniger wi-

derstandsfähige ECBO-Virus entscheidende Vorteile. ECBO-Virus vermehrte sich sehr gut in 

kurzer Zeit mit einem ausgeprägten zytopathischen Effekt in permanenten Zellkulturen, wo-

hingegen der Untersucher zur Replikation des BPV auf primäre Zellkulturen angewiesen ist. 

Weiterhin war der Reproduktionszyklus des BPV in Zellkuturen sehr viel länger und die 

durchschnittlich erhaltenen Titerhöhen waren niedriger als beim ECBO-Virus. Von Seiten der 

Tenazität und der Vermehrbarkeit zu hohen Titern in permanenten Zellkulturen wies Reo-

Virus nach den vorliegenden Untersuchungen mit ECBO-Virus vergleichbare Eigenschaften 

auf. Wegen der bestehenden Empfänglichkeit des Menschen für Reovirus kommt dieser Er-

reger als Testvirus jedoch weniger in Frage (WEINHOLD und KÖHLER, 1972). Felines Cali-

civirus genügte zwar von Seiten der biologischen Eigenschaften in Zellkulturen vollkommen 

den Anforderungen an ein Testvirus, besaß jedoch eine verglichen mit den anderen unbe-

hüllten Viren niedrigere Widerstandfähigkeit, was der Verwendung als Testvirus entgegen-

steht. Was die behüllte Viren anbetrifft, besitzen sie generell eine niedrigere Tenazität 

gegenüber Bioziden als unbehüllte Viren (SCHLIESSER, 1981; MAHNEL, 1983; LIESS und 

KAADEN, 2003; ROLLE und MAYER 2002). Dennoch wurden in Zellkulturen vermehrbare 

behüllten Viren in die vergleichenden Tenazitätsstudien mit einbezogen. Dabei konnte weit-

gehend die niedrigere Widerstandfähigkeit der behüllten im Vergleich zu den unbehüllten Vi-

ren bestätigt werden. Ausnahmen hiervon, z.B. die hohe Tenazität des equinen Arteritisvirus 

gegenüber Formaldehyd und Ameisensäure, bestätigten jedoch die Richtigkeit einer Einbe-
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ziehung auch der behüllten, nach allgemeiner Auffassung wenig widerstandsfähigen Virusar-

ten in die vergleichenden Untersuchungen zur Tenazität (SOULIER, 2005). Über diese im 

Vergleich zu anderen behüllten Virusarten besondere Tenazität des EAV gegenüber be-

stimmten bioziden Substanzen wurde bereits schon früher berichtet (BREMER, 2003). Die 

Kenntnis dieser Beobachtung hat für die mit der Abgabe von Anwendungsempfehlungen 

betrauten Personenkreise und damit für die Desinfektionspraxis große Bedeutung. Auch für 

den Lebensmittelbereich sollten daher Anwendungsempfehlungen über die mit der in der 

vorliegenden Arbeit etablierten Methodik ermittelte Mindestwirksamkeit von Desinfektionsmit-

teln hinausgehen, da n.a. das Testvirus nicht unbedingt das widerstandsfähigste Virus reprä-

sentiert . 

Insgesamt fiel entsprechend den formulierten Forderungen die Wahl auf das unbehüllte bo-

vine Enterovirus (ECBO-Virus). Das Virus ist in der Rinderpopulation weit verbreitet und be-

inhaltet mit Sicherheit ein geringes Gefährdungspotential. Es ist weder ein Zoonoseerreger 

noch ein Erreger einer anzeigepflichtigen Tierseuche und führt in seinem Wirt ausschließlich 

zu klinisch inapparent verlaufenden Infektionen (ROLLE und MAYER, 2002). Wie die vorlie-

genden Untersuchungen belegten, kann das Virus ferner in permanenten Zelllinien mit ho-

hen Titern vermehrt und anhand seines bei der Vermehrung entstehenden ausgeprägten 

ZPE sicher nachgewiesen und in Mikrosystemen quantifiziert werden. Diese Eigenschaften 

machen das ECBO-Virus prinzipiell zu einem idealen Testvirus. Gleichzeitig erfüllt es die 

Forderung nach einer ausreichend hohen Tenazität u. a. auch gegenüber chemischen Des-

infektionsmitteln, was durch vergleichende experimentelle Untersuchungen belegt wurde.  

Als Materialien für die Keimträger kamen in der vorliegenden Arbeit Polyethylen (PE) und 

V2 A-Stahl zur Anwendung. Im Bereich der Lebensmittelindustrie besteht ein großer Teil von 

Gegenständen mit glatten Oberflächen aus diesen Materialien. Neben der glatten Oberfläche 

besitzen diese Stoffe zudem den Vorteil, dass sie sich chemisch inert verhalten und autokla-

vierbar sind. Damit entsprechen die Trägermaterialien weitgehend den Forderungen von 

MAHNEL und KUNZ (1976). Nach den Vorstellungen dieser Autoren sollten die Keimträger 

aus jenem Material sein, das im Feld auch tatsächlich häufig kontaminiert wird. Weiterhin 

sollten die Träger möglichst chemisch inert sein. Ein Nachteil des PE - Trägers für die Wirk-

samkeitsprüfung von Desinfektionsmitteln war die mangelnde Benetzbarkeit der Oberfläche. 

Auch durch Entfetten mit Alkohol oder Aceton ließ sich dieser Nachteil nicht beseitigen. Bei 

metallischen Trägern wurden ebenfalls entsprechende Effekte beschrieben (REUTER, 

1976). Dies konnte in den eigenen Untersuchungen jedoch nicht bestätigt werden. Die Un-

terschiede in der Benetzbarkeit der Materialien stehen sehr wahrscheinlich eher im Zusam-

menhang mit dem chemisch – physikalischen Verhalten der Materialien als mit ihrer 

Oberflächenstruktur. Nach rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen waren beide 

dieser augenscheinlich glatten Materialien von einer eher rauhen Oberflächenstruktur, was 
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bereits durch frühere Untersuchungen belegt worden war (BANSEMIR et al., 1975). Beide 

Keimträgerarten wurden vor Verwendung autoklaviert. Die Anwendung von thermischen Ver-

fahren zur Sterilisierung wurde zur Behandlung von Trägermaterialien vor einer experimen-

tellen Untersuchungen favorisiert. Ob hiermit eine Veränderung der Materialeigenschaft 

einhergeht, die eine Auswirkung auf das Prüfergebnis hat, kann nicht beantwortet werden. 

Eine über 10 Minuten andauernde Erhitzung des PE – Trägers auf 121 °C (Autoklav) sollte 

jedoch wegen möglicher Verformungen des Keimträgers vermieden werden. Korrekterweise 

trifft daher der Begriff “ sterile Keimträger“ nur auf die V2A-Stahl Träger zu.  

Eine wichtige Frage war auch die zu konzipierende Größe der Keimträger. Von anderen Ar-

beitsgruppen vewendete Träger reichten von 1 x 1 cm bis 25 x 25 cm. Kleine Keimträger 

bergen den Nachteil, dass die Erregersuspensionen oft nicht gleichmäßig auf dem Träger 

verteilt werden können. Bei größeren Keimträgern ist sowohl ein höherer Arbeitsaufwand als 

auch ein größerer Verbrauch an Kulturmedien erforderlich.  

In der vorliegenden Arbeit wurden daher 2 x 2 cm große Trägermaterialien verwendet. Die 

vorgesehene Menge an Virussuspension war auf diesen Trägern gut und gleichmäßig auf-

zubringen.  Weiterhin hatte diese Größe den Vorteil, dass die Träger in ein 50 ml Kunststoff-

röhrchen überführt werden konnten und lediglich 10 ml MEM ausreichten, um den Träger im 

Rahmen der Rückgewinnung von Virus vollständig zu bedecken. 

 

4.2 Etablierung eines quantitativen Keimträgertests zum Nachweis der viruzi-
den Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln im Lebensmittelbereich 

Suspensions- und Lösungsmittel 

Die Effektivität von Desinfektionsmitteln wird in der Praxis bzw. in den verschiedensten An-

wendungsbereichen durch die Wasserhärte des Verdünnungswassers (°dH) beeinflusst. 

(VAN KLINGEREN, 1982). Wegen der geographisch sehr unterschiedlichen Wasserhärte 

war es erforderlich, Wasser mit standardisierter Härte (WSH) zu verwenden. Die Zusam-

mensetzung des in der vorliegenden Arbeit verwendeten WSH war konform mit den CEN 

Richtlinien (ANONYM, 2003a). 
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Einfluß verschiedener Suspensionsansätze auf die Infektiosität des Testvirus während 
der Ad- und Desorption vom Träger 

Die Adsorption des Testvirus an den Keimträger erfolgte durch eine Antrocknung der Test-

virussuspension auf dem Träger. Diese Trocknung des Testvirus kann zu irreparablen Schä-

den am Mikroorganismus führen und damit u. U. einen je nach Erregerspezies unterschied-

lich hohen Infektiositätsverlust bedingen. Im Zusammenhang mit der Beurteilung des 

verbleibenden Risikos sowie im Hinblick auf die zu etablierende Prüfmethodik stand die Fra-

ge, in welchem Umfang das ECBO-Virus einer Trocknung widersteht. Nach den hierzu 

durchgeführten Versuchen verlor das Virus in wässriger Suspension durchschnittlich eine 

Zehnerpotenz (entspricht 90 %) an Infektiosität. Dieser Verlust konnte durch den Zusatz von 

Eiweiß zum Zweck der Simulierung der unter Praxisverhältnissen vorliegenden „Verschmut-

zung“ reduziert werden. Hypothetisch könnte somit das Eiweiß einen zusätzlichen Schutz 

des Virus vor Infektiositätsverlusten durch Austrocknung bewirken. Auf Praxisverhältnisse 

übertragen besteht somit nach Trocknung kontaminierter Oberflächen, insbesondere bei 

gleichzeitig vorliegender starker Verschmutzung, nach wie vor ein hohes Gefährdungspoten-

tial. Für die Etablierung der Prüfmethodik war entscheidend, dass die Infektiositätsverluste 

des Testvirus durch Trocknung das Studium des für die Wirksamkeitsprüfung der Desinfekti-

on erforderlichen Inaktivierungsumfangs nur unwesentlich negativ beeinflussten. 

Gleichzeitig beeinträchtigt der Zusatz von Eiweiß zu der Erregersuspension die biozide Wirk-

samkeit aller Desinfektionsmittel, jedoch je nach Substanz in unterschiedlichem Ausmaß. Im 

Feld werden Eiweiße durch Schmutzstoffe wie z.B. Kot, Urin, Blut, Speichel, Milch und Fett 

repräsentiert. Diese Substanzen bilden zum einem eine mechanische Schutzwirkung, auch 

können eiweißhaltige Verschmutzungen mit Desinfektionswirkstoffen Komplexe bilden, die 

nicht mehr antimikrobiell wirken (WALLHÄUSSER, 1984). Diesen Kenntnissen wird bei Des-

infektionsmittelprüfungen in aller Regel Rechnung getragen, um praxisnahe Bedingungen zu 

simulieren und damit für die Feldbedingungen zutreffende Empfehlungen abgeben zu kön-

nen (BEST, 1994). Im Schrifttum wurden verschiedenste Eiweißzusätze empfohlen wie z.B. 

Organverreibungen (GILDEMEISTER et al., 1930; BINGEL, 1953; HARMS, 1963), Eieral-

bumin (GRAFE und HAUSSMANN, 1956), Blutserum (WEINHOLD und KÖHLER, 1972), Al-

lantoisflüssigkeit (ALBRECHT et al., 1957; ALBRECHT et al., 1958; HORN, 1960; 

NEUMANN, 1971), Tryptose- Phosphat- Bouillon (SATTAR, 1983), antikörperfreies bovines 

Serum (FKS) (DVG, 1988), Blut (BUERREN et al., 1995; SPICHER, 1997), Rinderserum 

(HENNEMANN, 1968), Hefe (SLAVIN, 1973), Hefeextrakt + Bovines Serumalbumin (ANO-

NYM, 1998). 

In der vorliegenden Arbeit wurde sowohl eine Mischung von Hefeextrakt (HE) und Bovinem 

Serumalbumin (BSA), als auch Bovines Serumalbumin allein verwendet. 
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Die Entscheidung für BSA und HE beruhte auf dem Bestreben, möglichst den CEN - Vorga-

ben konforme Bedingungen zu etablieren. Mit dem Zusatz einer Eiweißlösung aus HE und 

BSA zu der Virussuspension vor Antrocknung an den Träger konnten somit gleichzeitig 2 

verschiedene Forderungen erfüllt werden. Zum Einen war wie o. a. angeführt ein derartiger 

Zusatz zur Verhinderung von Trocknungsverlusten ratsam und zum Anderen erfüllte dieser 

Zusatz die Forderungen nach einer Eiweißbelastung für die zu etablierende Prüfmethodik. 

Leztendlich war in diesem Stadium der Untersuchungen somit lediglich noch zu ermitteln, in 

welcher Konzentration BSA und/ oder HE in der Virussuspension vorliegen sollten. Als Ori-

entierung dienten wiederum Vorgaben der CEN, da wie oben angeführt eine Kompromisslö-

sung zu finden war zwischen Forderungen nach einem möglichst hohen Schutz bei  

Trocknung und einer den Umständen entsprechend ausreichenden Eiweißbelastung. In den 

CEN – Vorgaben wird unterschieden zwischen einer geringen Eiweißbelastung, die für Prüf-

bedingungen von Desinfektionsmitteln für einen wenig verschmutzten Bereich (z.B. Lebens-

mittelbereich) vorgesehen ist und einer hohen Eiweißbelastung bei der Prüfung von 

Desinfektionsmitteln für verschmutzte Bereiche (z.B. Tierhaltungsbereich).  

Für die vorliegenden Versuche kamen daher niedrigere Konzentrationen an Eiweißzusätzen 

für die Belastung zur Anwendung, da hier größere Mengen an Virus nach der Antrocknungs-

phase zurückgewonnen werden konnten als bei Virussuspensionen mit höherem Eiweißge-

halt. Auch die ausschließliche Verwendung von BSA als Zusatz zu der Virussuspension 

ergab von Seiten der Resultate keine Unterschiede zu den Ergebnissen der Versuche, die 

mit der Mischung von HE und BSA durchgeführt wurden. 

Die nach diesen Versuchen favorisierte Eiweißlösung, eine Mischung aus HE und BSA in 

einer Konzentration von jeweils 0,1% in der Virussuspension, besitzt besondere Vorzüge: 

• HE + BSA ist eine leicht herstellbare kombinierte Belastungssubstanz, die aus Prote-

inen, Kohlenhydraten und Zuckern besteht und somit in der Lage ist, eine Vielzahl an 

organischen Verschmutzungen zu imitieren (SOULIER, 2005). BSA allein besteht zu 

100 % aus reinem, gereinigtem Eiweiß (Albuminfraktion) und enthält keine Lipide, 

Kohlenhydrate und Zucker. Eine Supplementierung mit Hefeextrakt und Bovinem Se-

rumalbumin erscheint zur Simulierung der unter Praxisverhältnissen zu erwartenden 

Verschmutzung als sinnvoll. 

 

Volumen der je Träger verwendeten Testvirussuspension 

Mit der Zunahme des Volumens der zur Antrocknung an die Träger vorgesehenen Testvirus-

suspension verlängert sich in der Regel die Antrocknungszeit (HANEKE, 1991). Dies konnte 

durch die eigenen Untersuchungen bestätigt werden. Je nach verwendeten Volumen (0,1 – 

0,3 ml) reichte die Trocknungszeit von 2,5 h bis 5,5 h (Glasröhrchen). Bei wenig widerstand-
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fähigen Testviren ist mit Zunahme der Antrocknungszeit auch eine Abnahme der Infektiosität 

zu erwarten. In den eigenen Versuchen mit dem sehr widerstandsfähigen ECBO – Virus war 

dies jedoch nicht zu befürchten. Der Verlust an Infektiosität entsprach zu allen Zeiten dem 

trocknungsbedingten Verlust von ca. 1 Zehnerpotenz. Dennoch fiel die Entscheidung auf ein 

Volumen von 0,1 ml. Hierbei war der Zeitaufwand für die Trocknung der Suspension an die 

Keimträger mit 70 min tolerierbar und gleichzeitig reichte die Menge vollständig aus, um eine 

Fläche von ca. 80 % des Trägers gleichmäßig zu bedecken. Auch in anderen Normenwerken 

wird ein Volumen von 0,1 ml Keimsuspension bei Keimträgerversuchen favorisiert (DGHM, 

1984). 

 

Desorption des Testvirus von den Keimträgeroberflächen 

Die weiteren Versuche galten der Frage, ob das Testvirus nach Trocknung/Adsorption an die 

für die Versuche vorgesehenen Keimträgern aus Stahl und Kunststoff in ausreichend hoher 

Infektiosität, die eine Beurteilung der Inaktivierung über vier Zehnerpotenzen ermöglicht, von 

den Trägern zu eluieren ist. 

Als Methoden der Wahl für die Keimrückgewinnung standen ein sogenanntes Abschwemm-

verfahren (SCHMIDTHOFER et al., 1972; AFNOR, 1989; HINGST et al., 1990) und ein Ab-

strichverfahren (SPICHER und PETERS, 1976; BORNEFF, 1977) für die beiden 

Trägermaterialien PE und V2 A-Stahl zur Verfügung. Zwischen den zur Rückgewinnung des 

Testvirus verwendeten unterschiedlichen Techniken ergaben sich keine auf die Eignung ei-

ner bestimmten Methode hinweisenden Unterschiede. Von Seiten der Praktikabilität wird je-

doch der Abschwemmtechnik mit einer anschließenden Behandlung mit Vortexer und 

Ultraschall für jeweils 30 s der Vorrang gegeben. Insgesamt lagen die Wiedergewinnungs-

raten aber deutlich unter 10 % und erreichten nur in Einzelfällen einen Wert von maximal 

10 %. Denkbar ist, dass Viren während der Antrocknung inaktiviert werden oder am Keimträ-

ger haften bleiben. Nur bei einer ausreichend hohen Wiederfindungsrate können die für die 

Beurteilung der Desinfektionsmittelwirkung notwendigen Reduktionsfaktoren gewährleistet 

werden. 

In Anbetracht der Höhe des Infektiositätstiters des für die Adsorption verwendeten Testvirus 

sind als Endergebnis jedoch die absoluten Titerhöhen als ausreichend hoch (in allen Versu-

chen > 4 log10 KID50/Träger) zu beurteilen. Somit steht für die Prüfung der Desinfektion ge-

genüber Viren an Flächen ein Modell zur Verfügung, das die für die Wirksamkeit eines 

Desinfektionsverfahrens geforderte Reduktion der Virusinfektiosität über vier Zehnerpoten-

zen ermöglicht. 
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Volumen des je Träger verwendeten Desinfektionsmittels 

Die während der Kontaktzeit je Träger verwendete Menge an Desinfektionsmittel hat ent-

scheidenden Einfluß auf das Ergebnis. Zu geringe Mengen könnten zu einer nicht ausrei-

chenden Benetzung und damit fehlenden Wirksamkeit führen. Bei geringen 

Desinfektionsmittelmengen führt die zu erwartende Eiweißkonzentration im Desinfektionsmit-

tel zu einer geringeren Einstufung der Wirksamkeit des Präparates. Die in den vorliegenden 

Versuchen verwendete Menge von 160 µl je Träger orientierte sich an den Richtlinien der 

DVG, 1990, nach deren Vorgaben 400 ml Desinfektionsmittel je m2 Fläche verwendet wer-

den sollten. Wenn man davon ausgeht, dass die Desinfektion von Oberflächen im Prinzip in 

der Suspension stattfindet und damit der Keimträgerversuch einen modifizierten Suspensi-

onsversuch darstellt, betrug im vorliegenden Versuch die definitive Eiweißbelastung 0,2 %, 

sofern das an den Träger angetrocknete Eiweiß aus der Testvirussuspension schnell und 

vollständig in Lösung ging. Hinweise für die Richigkeit dieser Hypothese ergaben sich aus 

der Tatsache, dass bereits kurze Zeit nach Überschichtung der Keimträger mit Desinfekti-

onsmittel hohe Infektiositätstiter im Desinfektionsmittel nachweisbar waren. Das Virus desor-

biert daher bereits während der Kontakzeit des Desinfektionsmittels mit dem Träger und wird 

anschließend in der Suspension aus desorbiertem Virus, Desinfektionsmittel und Eiweiß in-

aktiviert. So schnell wie das Virus in Suspension geht, dürfte auch das angetrocknete Eiweiß 

in Lösung gehen. Auf Grund dieser mit hoher Wahrscheinlichkeit vorliegenden Situation 

diente zum Nachweis möglicher Restvirusmenge nach der vorgesehenen Kontaktzeit des 

Desinfektionsmittels nicht nur der Träger selbst, sondern neben dem Träger auch das den 

Träger benetzende Desinfektionsmittel. 

 

Restvirusgehalt auf der V2 A-Stahlträgeroberfläche und im Überstand nach Anwen-
dung von Steril® 

Nach den Ergebnissen unter Punkt 3.2.3.3 stellte sich die Frage, ob die quantitative Be-

stimmung des Infektiositätstiters auf dem Keimträger nach Ablauf der Kontaktzeit der Desin-

fektion allein ausreichen würde oder aber noch auf dem Träger vorhandene 

Desinfektionsmittellösung in diese Untersuchung miteinbezogen werden sollte. Deshalb wur-

de diese Bestimmung getrennt durchgeführt, um herauszufinden, ob es tatsächlich einen Un-

terschied gibt. 

Der Infektiositätstiter betrug im Überstand der Kontrollen mit WSH immer über 4 Zehnerpo-

tenzen, wobei dies auf der Trägeroberfläche nicht immer der Fall war. Bezogen auf den ge-

samten Träger (Überstand und Oberfläche) lag der Infektiositätstiter insgesamt über 5,0 
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Zehnerpotenzen. Diese Menge war ausreichend zur Beurteilung der Wirksamkeit von Desin-

fektionsmitteln für die Keimträgerversuche. Nach der Verwendung von Steril® als Desinfekti-

onsmittel gegenüber ECBO- Virus auf dem V2 A-Stahlträger war die Titerreduktion in der 

Desinfektionsmittellösung höher als auf der Trägeroberfläche. Die Viren in der Desinfekti-

onsmittellösung sind wie im Suspensionsversuch dem Desinfektionsmittel zugänglich, wobei 

die an der Oberfläche haftenden Viren möglicherweise durch die rauhe Oberflächenstruktur 

von Einflussen des Desinfektionsmittels eher geschüzt sind. Daher war sehr warscheinlich 

die Titerreduktion im Überstand höher als auf der Trägeroberfläche. Auch auf Grund dieser 

Ergebnisse wurde für die Prüfung kommerziell erhältlicher Desinfektionsmittel auf ihre viruzi-

de Wirksamkeit der Infektiositätstiter des gesamten Keimträgers (Desinfektionsmittellösung 

mit Trägeroberfläche) quantitativ bestimmt. 

 

4.3 Praktikabilität der etablierten Testmethodik  

Mit dem letzten o.a. Punkt sind im Wesentlichen alle Fragen, die zur Etablierung des quanti-

tativen Keimträgerversuchs führten, beantwortet. Abbildung 28 bis 32 stellen die konse-

quente Umsetzung des durch eigene Vorversuche abgesicherten methodischen Prozederes 

des Keimträgerversuchs dar. Im Rahmen des letzten Abschnitts der Untersuchungen waren 

mittels der etablierten Technik kommerziell erhältliche Desinfektionsmittel auf ihre viruzide 

Wirksamkeit zu prüfen. Im Vordergrund dieser Untersuchungen stand weniger die Frage 

nach der tatsächlich vorhandenen Wirksamkeit, sondern eher die Absicht, die etablierte Me-

thodik auf ihre Praktikabiltät zu untersuchen. Als Desinfektionsmittel kamen Präparate zur 

Anwendung, die von Seiten ihres Wirkstoffgehaltes den am häufigsten in der Liste der DVG 

für den Lebensmittelbereich vertretenen Desinfektionsmitteln entsprachen. Bei allen unter-

suchten Präparaten war von Seiten der etablierten Methodik eine Verfolgung der Virusinakti-

vierung über mindestens 4 Zehnerpotenzen möglich.  

Was die Ergebnisse im Hinblick auf die viruzide Wirksamkeit der geprüften Substanzen an-

betrifft, konnte nur bei dem Präparat auf der Wirkstoffbasis Natriumhypochlorit eine sichere 

viruzide Wirksamkeit auf Flächen nachgewiesen werden. Alle anderen geprüften Desinfekti-

onsmittel mit den Hauptwirkstoffen Alkohol, Alkylamin und Quaternäre Ammoniumverbin-

dungen besaßen keine ausreichende viruzide Wirkung. Da es sich bei allen 

Desinfektionsmitteln auf ihre bakterizide und fungizide Wirkung geprüfte und von Seiten der 

DVG für den Lebensmittelbereich empfohlene Präparate handelte, ist bei Verwendung dieser 

Mittel prinzipell eine viruzide Wirksamkeit nicht unbedingt zu erwarten. Die Ergebnisse zei-

gen aber eindrucksvoll, dass von den meisten auf dem Markt befindlichen Desinfektionsmit-

teln für den Lebensmittelbereich auch keine viruzide Wirkung auf Flächen ausgeht. Mit der 
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Eingliederung der vorliegenden Methodik in die Sammlung der von dem Desinfektionsmit-

telausschuss der DVG herausgegebenen Richtlinien dürften aber in Zukunft für den Anwen-

der Desinfektionsmittel für den Lebensmittelbereich zur Verfügung stehen, die auch auf 

viruzide Wirksamkeit geprüft wurden. 
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5 Zusammenfassung  

Im Bereich der Lebensmittelhygiene sind Prüfmethoden für Desinfektionsmittel gegen Bakte-

rien, Pilze und Bakteriophagen gut etabliert. Vom Tier stammende Viren, die Oberflächen im 

Bereich der Lebensmittelproduktion kontaminieren können, stellen jedoch ein zusätzliches 

Hygienerisiko dar. Deshalb war es Ziel dieser Arbeit, eine Methode zur Prüfung der viruziden 

Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln gegen Pathogene dieser Gruppe zu etablieren. 

Zur Auswahl eines geeigneten Testvirus wurden verschiedene unbehüllte Virusarten, wie 

bovines Enterovirus Typ 1 (ECBO (Enteric Cytopathogenic Bovine Orphan) Virus), Reovirus 

Typ 1, felines Calicivirus (FCV) und bovines Parvovirus (BPV), sowie behüllte Virusarten, wie 

equines Arteritisvirus (EAV), bovines Herpesvirus Typ 1 (BHV1), Newcastle Disease Virus 

(NDV) und Vaccinia-Virus, auf ihre Tenazität gegenüber verschiedenen bioziden Substanzen 

(Formaldehyd, Ameisensäure, Peressigsäure und Natriumhypochlorit) im Suspensionsver-

such bei 20°C untersucht. Die Untersuchung erfolgte in Anlehnung an die vom “Comité Eu-

ropéen de Normalisation“ herausgegebenen „Richtlinien für die Prüfung chemischer 

Desinfektionsmittel“ (CEN) (ANONYM, 2003a). Weitere Auswahlkriterien umfassten Labor-

parameter, wie die Vermehrbarkeit der Viren in permanenten Zellkulturen und die Höhen der 

hierbei erreichten Virustiter, als auch Fragen zur Biologie der Erreger, besonders das Ge-

fährdungsrisiko für Mensch und Tier bei akzidentieller Exposition. Gemessen an allen Krite-

rien erwies sich das ECBO- Virus als für die Fragestellung geeigneter als die übrigen o.a. 

Virusarten. Unter Verwendung dieses Virus wurden anschließend diverse Parameter, die zur 

Etablierung der Prüfmethodik führten, untersucht. Darunter fielen Versuche zum Studium des 

Einflusses der Trocknung auf den Infektiositätstiter des Virus, der Eignung verschiedener 

Eiweißlösungen zur Optimierung der Rückgewinnung des ECBO-Virus von den Keimträger-

oberflächen, sowie zur Reduzierung von Infektiositätsverlusten bei der Trocknung, als auch 

Untersuchungen zur Bestimmung der Desorption des ECBO-Virus von den Keimträgerober-

flächen. 

Nach den Ergebnissen dieser Versuche verlor das ECBO- Virus in wässriger Suspension 

nach der Antrocknung im Glasröhrchen durchschnittlich eine Zehnerpotenz (entspricht 90 %) 

an Infektiosität. Dieser Verlust konnte durch den Zusatz verschiedener Lösungen aus Hefe-

extrakt und bovinem Serumalbumin (jeweils 0,1% Endkonzentration in den Prüfansätzen) 

oder bovinem Serumalbumin allein mit einer Endkonzentration von 0,5% zum Zweck der Si-

mulierung der unter Praxisbedingungen vorliegenden „Verschmutzung“ bis ungefähr 0,5 log10 

KID50/ml reduziert werden. Die Unterschiede zwischen beiden Eiweißlösungen waren sehr 
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gering. Da die Mischung aus Hefeextrakt und bovinem Serumalbumin eher einer Belastung 

unter Feldbedingungen entsprach als reines BSA, wurde diese Lösung für alle weiteren Ver-

suche verwendet. 

Als Varianten für die Keimrückgewinnung von den Trägermaterialien aus Makrolon und V2 A-

Stahl dienten ein sogenanntes Abschwemmverfahren sowie auch ein sogenanntes Abstrich-

verfahren. Zwischen diesen zur Rückgewinnung des Testvirus verwendeten Techniken er-

gaben sich jedoch keine auf die Eignung einer bestimmten Methode hinweisenden 

Unterschiede. Von Seiten der Praktikabilität wurde der Abschwemmtechnik mit einer an-

schließenden Behandlung mit Vortexer und Ultraschall für jeweils 30 s der Vorrang gegeben. 

Insgesamt lagen die Wiedergewinnungsraten jedoch deutlich unter 10 % und erreichten nur 

in Einzelfällen einen Wert von maximal 10 %. Die absoluten Titerhöhen waren jedoch ausrei-

chend hoch (in allen Versuchen > 4 log10 KID50/Träger). Somit steht für die Prüfung der Des-

infektion von Viren an Flächen ein Modell zur Verfügung, das die für die Beurteilung der 

Wirksamkeit eines Desinfektionsverfahrens geforderte Reduktion der Virusinfektiosität über 

vier Zehnerpotenzen ermöglicht. 

Unter Verwendung dieser Methodik wurden abschließend 4 kommerziell erhältliche Desin-

fektionsmittel aus der 6. Desinfektionsmittelliste der DVG (Lebensmittelbereich), die die 4 am 

häufigsten verwendeten Wirkstoffgruppen repräsentieren, auf Viruzidie geprüft. Bei allen 4 

untersuchten Präparaten war eine sichere Beurteilung der viruziden Wirksamkeit (Verfolgung 

der Virusinaktivierung über mindestens 4 Zehnerpotenzen) möglich. Eine viruzide Wirksam-

keit war jedoch nur bei dem Präparat auf der Wirkstoffbasis von Natriumhypochlorit (Steril) 

vorhanden. Die weiteren Desinfektionsmittel mit den Hauptwirkstoffen Alkohol (Divodes FG), 

Alkylamin (HM 3000) und Quaternäre Ammoniumverbindung (neoquat s) besaßen dagegen 

keine ausreichende oder gar keine viruzide Wirkung.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die beschriebene Methode durch ihre 

Praktikabilität, Genauigkeit, Schnelligkeit und Kostenneutralität auszeichnet. Sie kann daher 

für die Überprüfung der viruziden Wirksamkeit von chemischen Desinfektionsmitteln in der 

Lebensmittelhygiene empfohlen werden. 
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6 Summary 

Protocols for the efficacy testing of disinfectants against bacteria, fungi and phages are well 

established in food hygiene. Because animal viruses that contaminate surfaces in food proc-

essing facilities pose an additional hygienic risk, a germ carrier test was developed to assess 

the virucidal efficacy of disinfectants against this group of pathogens. 

A suited test virus was selected based on its low implication for human and animal health, 

good replication in permanent cell lines, and presumptive tenacity to disinfectants. In prelimi-

nary experiments, the work was evaluated by studying the efficiency of different biocidal 

agents against a variety of non-enveloped viruses [bovine enterovirus type 1 (ECBO (Enteric 

Cytopathogenic Bovine Orphan) virus), mammalian reovirus type 1, feline calici virus (FCV), 

and bovine parvovirus (BPV)], as well as enveloped viruses, as equine arteritisvirus (EAV), 

bovine herpesvirus type 1 (BHV1), Newcastle disease virus (NDV) and vaccinia virus. Re-

spective tests were performed as suspension tests at a temperature of 20°C according to the 

“Comité Européen de Normalisation” (CEN) for “Guidelines for the Examination of Chemical 

Disinfectants” (Anonymous, 2003a). Because of its high tenacity, harmlessness and good 

replication in permanent cells bovine enterovirus virus was favorised as test virus. 

Afterwards with use of ECBO virus was determined the loss of viral infectivity by air – drying 

and the suitability of different protein solutions for the optimising of the recovery of ECBO vi-

rus from the carrier surfaces, and for the reduction loss of viral infectivity by the drying, as 

well as the investigation to determine recovery rates of ECBO virus from the carrier surfaces. 

We noticed that the drying of ECBO virus induced a loss of viral infectivity of about 1 log unit 

(about 90%). Adding proteins as 0,1% yeast extract (YE) plus bovine serum albumin (BSA) 

each as a final concentration in virus suspension or 0,5% bovine serum albumin (BSA) as a 

final concentration were shown to reduce the loss of viral infectivity due to the adsorption 

procedure to a minimum of 0,5 log unit of TCID50. The mixture of BSA plus YE seems to be 

the most suitable soiling under field condition for virucidal testing than pure BSA, this solution 

was used for all other tests in this study. Different desorption techniques, like smear and 

submerge methods were applied in order to regain adsorbed virus from carrier surfaces 

(Stainless steel and polyethylene), and both techniques revealed comparable results. 

An optimum was achieved after applying the submerge technique followed by vortexing and 

ultrasonic treatment for 30 s. The rates of recovered virus ranged below 10% in some caces 

and in another cases up to 10%. The absolute titre of virus recovered was always more than 
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104 TCID50/carrier and was sufficient to study the decline of viral infectivity by four order of 

magnitude, which fullfills the requirement to evaluate the virucidal efficacy. 

The optimized protocol proved suitable to assess the efficacy of disinfectants. Four represen-

tative disinfectants commonly used in the area of food hygiene were selected for this pur-

pose from the “6. List of Disinfectants for Use in Food Hygiene” approved by the German 

Veterinary Association (DVG). In all four examined disinfectants was possible to evaluate the 

virucidal efficacy (decline of viral infectivity at least by 4 orders of magnitude). 

Only sodium hypochlorite (steril®) was found to be highly effective while other agent such as 

alcohol (Divodes FG®), Alcylamin (HM 3000®) and quaternary ammonium compounds (neo-

quat s®) exhibited no virucidal efficacy in this assay.  

In conclusion, the method described herein is of good practicability, accuracy, fast acting and 

economical and can be recommend for screening of the virucidal efficacy of chemical disin-

fectants in food hygiene. 
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8 Anhang 

Tabelle 14: Tenazität des ECBO-Virus gegenüber verschiedenen Desinfektionsmitteln im 
Suspensionsversuch 

* 1% Hefeextrakt + 1% Bovines Serumalbumin 

 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ml 
der Reaktionsgemische nach 

verschiedenen Einwirkungszei-
ten [min ] 

Chemische 
Wirkstoffe 

Konzentration 

des DM [%] 

Eiweiß-
belastung 

2%* 

 

Viruskontrolle

[log10 KID 50/ 
ml] 

15 30 60 120 

0,25 ohne 6,75 6,5 6,0 5,25 ≤ 3,5 

0,25 mit 7,0 6,0 5,5 4,75 4,5 

0,50 ohne 6,75 5,75 5,0 4,25 ≤ 3,5 

0,50 mit 7,0 6,25 5,0 4,0 3,75 

1,0 ohne 6,75 5,5 4,5 4,0 ≤ 3,5 

Formaldehyd 

1,0 mit 7,0 5,0 4,75 3,5 ≤ 3,5 

0,5 ohne 6,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤1,5 ≤ 1,5 

0,5 mit 6,25 5,75 6,0 4,75 4,25 

1,0 ohne 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

1,0 mit 6,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

2,0 ohne 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Ameisensäure 

2,0 mit 6,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,01 ohne 6,5 2,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,01 mit 6,5 6,5 6,5 6,0 6,0 

0,05 ohne 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,05 mit 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,1 ohne 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Peressigsäure 

0,1 mit 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,25 ohne 6,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,25 mit 6,5 5,75 5,75 5,0 5,0 

0,50 ohne 6,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,50 mit 6,5 5,25 5,5 4,25 4,5 

1,0 ohne 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Natrium- 

hypochlorit 

1,0 mit 6,5 4,75 4,0 ≤ 2,5 ≤ 2,5 
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Tabelle 15: Tenazität des Reovirus gegenüber verschiedenen Desinfektionsmitteln im 
Suspensionsversuch 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ml 
der Reaktionsgemische nach 

verschiedenen Einwirkungszei-
ten [min ] 

Chemische 
Wirkstoffe 

Konzentration 

des DM [%] 

Eiweiß-
belastung 

2%* 

Viruskontrolle

[log10 KID50/ 
ml] 

15 30 60 120 

0,25 ohne 6,5 6,5 5,5 5,25 4,0 

0,25 mit 6,5 6,5 6,5 6,5 6,5 

0,50 ohne 6,5 6,5 5,5 4,0 ≤ 3,5 

0,50 mit 6,5 6,75 6,25 6,25 6,25 

1,0 ohne 6,5 5,5 5,0 3,75 ≤ 3,5 

Formaldehyd 

1,0 mit 6,5 6,5 6,25 5,5 5,25 

0,5 ohne 7,0 6,75 6,5 6,5 6,5 

0,5 mit 7,25 7,0 7,0 6,75 6,75 

1,0 ohne 7,0 6,25 6,25 6,0 6,25 

1,0 mit 7,25 7,0 6,75 6,75 6,5 

2,0 ohne 7,0 6,0 6,0 5,75 5,5 

Ameisensäure 

2,0 mit 7,25 7,25 7,5 6,75 6,5 

0,01 ohne 7,5 7,25 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,01 mit 7,5 7,5 7,5 7,25 7,5 

0,05 ohne 7,5 6,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,05 mit 7,5 7,5 7,25 7,5 7,5 

0,1 ohne 7,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Peressigsäure 

0,1 mit 7,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,25 ohne 6,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,25 mit 6,75 4,75 4,75 4,5 4,25 

0,50 ohne 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,50 mit 6,75 4,25 3,5 2,75 2,75 

1,0 ohne 6,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Natrium- 

hypochlorit 

1,0 mit 6,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 
Legende siehe Tabelle 14 
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Tabelle 16: Tenazität des Bovinen Parvovirus gegenüber verschiedenen Desinfektionsmit-
teln im Suspensionsversuch 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ml 
der Reaktionsgemische nach 

verschiedenen Einwirkungszei-
ten [min ] 

Chemische 
Wirkstoffe 

Konzentration 

des DM [%] 

Eiweiß-
belastung 

2%* 

Viruskontrolle

[log10 KID50/ 
ml] 

15 30 60 120 

0,25 ohne 7,25 7,0 6,75 6,25 6,25 

0,25 mit 7,25 6,75 6,25 6,25 6,0 

0,50 ohne 7,25 7,0 6,5 6,25 6,0 

0,50 mit 7,25 6,25 6,5 6,0 5,75 

1,0 ohne 7,25 6,5 5,75 5,75 5,50 

Formaldehyd 

1,0 mit 7,25 6,5 6,25 6,0 5,75 

0,5 ohne 5,5 5,5 5,5 5,0 5,0 

0,5 mit 5,5 5,5 5,5 5,25 5,25 

1,0 ohne 5,5 4,5 4,5 4,25 4,5 

1,0 mit 5,5 4,5 4,5 4,5 4,5 

2,0 ohne 5,5 4,5 4,25 4,25 4,25 

Ameisensäure 

2,0 mit 5,5 4,5 4,25 4,25 4,25 

0,01 ohne 5,5 5,5 5,25 4,75 4,75 

0,01 mit 5,5 5,5 5,50 5,5 5,5 

0,05 ohne 5,5 4,75 4,0 3,5 3,25 

0,05 mit 5,5 5,0 4,5 4,5 4,25 

0,1 ohne 5,5 3,75 3,5 2,5 ≤ 1,5 

Peressigsäure 

0,1 mit 5,5 4,5 4,0 4,0 3,25 

0,25 ohne 5,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,25 mit 5,75 5,75 5,75 5,5 5,25 

0,50 ohne 5,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,50 mit 5,75 5,25 5,25 5,25 5,25 

1,0 ohne 5,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

Natrium- 

hypochlorit 

1,0 mit 5,75 5,25 5,25 5,25 5,25 
Legende siehe Tabelle 14 
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Tabelle 17: Tenazität des Fe Calicivirus gegenüber verschiedenen Desinfektionsmitteln im 
Suspensionsversuch 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ml 
der Reaktionsgemische nach 

verschiedenen Einwirkungszei-
ten [min ] 

Chemische 
Wirkstoffe 

Konzentration 

des DM [%] 

Eiweiß-
belastung 

2%* 

Viruskontrolle

[log10 KID50/ 
ml] 

15 30 60 120 

0,25 ohne 8,5 6,5 6,25 6,25 4,75 

0,25 mit 8,5 7,5 7,25 6,75 6,5 

0,50 ohne 8,5 6,25 5,75 4,5 4,5 

0,50 mit 8,5 7,0 6,5 5,5 4,5 

1,0 ohne 8,5 5,25 ≤ 4,5 ≤ 4,5 ≤ 4,5 

Formaldehyd 

1,0 mit 8,5 6,25 ≤ 4,5 ≤ 4,5 ≤ 4,5 

0,5 ohne 8,75 5,5 4,75 3,75 3,5 

0,5 mit 8,75 6,75 7,0 6,5 5,5 

1,0 ohne 8,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

1,0 mit 8,75 3,5 2,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

2,0 ohne 8,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Ameisensäure 

2,0 mit 8,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,01 ohne 9,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,01 mit 9,5 9,5 9,25 9,0 7,5 

0,05 ohne 9,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,05 mit 9,5 3,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,1 ohne 9,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Peressigsäure 

0,1 mit 9,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,25 ohne 8,25 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,25 mit 9,25 4,25 2,75 2,5 2,5 

0,50 ohne 8,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,50 mit 9,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

1,0 ohne 8,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Natrium- 

hypochlorit 

1,0 mit 9,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 
Legende siehe Tabelle 14 
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Tabelle 18: Tenazität des EAV gegenüber verschiedenen Desinfektionsmitteln im Sus-
pensionsversuch 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ml 
der Reaktionsgemische nach 

verschiedenen Einwirkungszei-
ten [min ] 

Chemische 
Wirkstoffe 

Konzentration 

 des DM [%] 

Eiweiß-
belastung 

2%* 

Viruskontrolle

[log10 KID 50/ 
ml] 

5 15 30 60 

0,25 ohne 8,0 8,0 7,75 7,5 6,75 

0,25 mit 7,75 7,75 7,5 7,5 7,5 

0,50 ohne 8,0 7,5 7,5 7,25 6,25 

0,50 mit 7,75 7,75 7,25 6,75 6,25 

1,0 ohne 8,0 7,25 6,75 6,25 5,5 

Formaldehyd 

1,0 mit 7,75 7,0 6,5 6,5 6,0 

0,1 ohne 8,5 7,5 6,75 7,0 6,5 

0,1 mit 8,5 7,75 7,5 7,5 7,5 

0,5 ohne 8,5 6,0 6,25 5,5 4,25 

0,5 mit 8,5 7,25 7,5 7,0 6,25 

1,0 ohne 8,5 5,25 4,5 4,0 3,0 

Ameisensäure 

1,0 mit 8,5 6,75 6,25 5,5 5,25 

0,005 ohne 8,0 3,25 3,5 3,5 ≤ 1,5 

0,005 mit 7,75 7,25 7,5 7,25 7,25 

0,01 ohne 8,0 2,5 2,0 2,0 1,75 

0,01 mit 7,75 6,75 7,0 7,0 6,5 

0,05 ohne 8,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

Peressigsäure 

0,05 mit 7,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,1 ohne 7,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,1 mit 8,0 6,5 5,75 5,5 5,5 

0,5 ohne 7,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,5 mit 8,0 4,0 2,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

1,0 ohne 7,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Natrium- 

hypochlorit 

1,0 mit 8,0 2,75 2,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 
Legende siehe Tabelle 14 
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Tabelle 19: Tenazität des Newcastle Disease Virus gegenüber verschiedenen Desinfekti-
onsmitteln im Suspensionsversuch 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ml 
der Reaktionsgemische nach 

verschiedenen Einwirkungszei-
ten [min ] 

Chemische 
Wirkstoffe 

Konzentration 

des DM [%] 

Eiweiß-
belastung 

2%* 

Viruskontrolle

[log10 KID 50/ 
ml] 

5 15 30 60 

0,25 ohne 6,5 6,5 5,0 ≤ 3,5 ≤ 3,5 

0,25 mit 6,5 6,5 6,0 4,5 4,0 

0,50 ohne 6,5 5,5 4,0 ≤ 3,5 ≤ 3,5 

0,50 mit 6,5 6,0 4,5 ≤ 3,5 ≤ 3,5 

1,0 ohne 6,5 5,0 ≤ 4,5 ≤ 4,5 ≤ 4,5 

Formaldehyd 

1,0 mit 6,5 5,0 ≤ 4,5 ≤ 4,5 ≤ 4,5 

0,1 ohne 6,75 6,75 6,75 6,5 6,75 

0,1 mit 7,0 7,25 7,0 7,0 6,75 

0,5 ohne 6,75 4,5 3,0 2,5 1,5 

0,5 mit 7,0 6,25 6,0 5,75 5,75 

1,0 ohne 6,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

Ameisensäure 

1,0 mit 7,0 4,0 3,5 2,75 2,5 

0,005 ohne 6,75 4,5 3,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,005 mit 7,0 7,25 7,0 7,0 7,0 

0,01 ohne 6,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,01 mit 7,0 5,0 5,0 5,0 4,75 

0,05 ohne 6,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

Peressigsäure 

0,05 mit 7,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,1 ohne 6,75 3,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,1 mit 7,0 7,0 7,0 6,5 6,5 

0,5 ohne 6,75 3,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,5 mit 7,0 3,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

1,0 ohne 6,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

Natrium- 

hypochlorit 

1,0 mit 7,0 2,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 
Legende siehe Tabelle 14 
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Tabelle 20: Tenazität des Bovinen Herpesvirus Typ 1 gegenüber verschiedenen Desinfek-
tionsmitteln im Suspensionsversuch 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ml 
der Reaktionsgemische nach 

verschiedenen Einwirkungszei-
ten [min ] 

Chemische 
Wirkstoffe 

Konzentration 

des DM [%] 

Eiweiß-
belastung 

2%* 

Viruskontrolle

[log10 KID 50/ 
ml] 

5 15 30 60 

0,25 ohne 6,5 5,75 4,0 ≤ 3,5 ≤ 3,5 

0,25 mit 6,5 6,5 5,5 4,5 4,25 

0,50 ohne 6,5 4,75 4,25 ≤ 3,5 ≤ 3,5 

0,50 mit 6,5 4,75 4,5 ≤ 3,5 ≤ 3,5 

1,0 ohne 6,5 ≤ 4,5 ≤ 4,5 ≤ 4,5 ≤ 4,5 

Formaldehyd 

1,0 mit 6,5 4,75 ≤ 4,5 ≤ 4,5 ≤ 4,5 

0,1 ohne 7,25 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,1 mit 7,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,5 ohne 7,25 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,5 mit 7,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

1,0 ohne 7,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Ameisensäure 

1,0 mit 7,0 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,005 ohne 7,0 4,50 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,005 mit 7,25 6,50 6,25 6,75 6,75 

0,01 ohne 7,0 1,75 ≤ 1,5 1,75 ≤ 1,5 

0,01 mit 7,25 6,50 6,75 6,50 6,50 

0,05 ohne 7,0 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Peressigsäure 

0,05 mit 7,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,1 ohne 6,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,1 mit 6,75 5,0 4,5 3,75 3,75 

0,5 ohne 6,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,5 mit 6,75 2,25 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

1,0 ohne 6,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Natrium- 

hypochlorit 

1,0 mit 6,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 
Legende siehe Tabelle 14 
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Tabelle 21: Tenazität des Vacciniavirus gegenüber verschiedenen Desinfektionsmitteln im 
Suspensionsversuch 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ml 
der Reaktionsgemische nach 

verschiedenen Einwirkungszei-
ten [min ] 

Chemische 
Wirkstoffe 

Konzentration 

des DM [%] 

Eiweiß-
belastung 

2%* 

Viruskontrolle

[log10 KID 50/ 
ml] 

5 15 30 60 

0,25 ohne 7,0 6,75 6,0 5,5 3,75 

0,25 mit 7,25 6,25 6,25 6,0 5,25 

0,50 ohne 7,0 5,5 5,5 3,75 ≤ 3,5 

0,50 mit 7,25 5,5 5,5 4,5 ≤ 3,5 

1,0 ohne 7,0 4,0 4,0 ≤ 3,5 ≤ 3,5 

Formaldehyd 

1,0 mit 7,25 4,5 4,5 ≤ 3,5 ≤ 3,5 

0,1 ohne 6,75 5,5 3,0 2,75 1,75 

0,1 mit 7,0 7,0 7,25 7,0 7,0 

0,5 ohne 6,75 4,75 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,5 mit 7,0 4,25 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

1,0 ohne 6,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Ameisensäure 

1,0 mit 7,0 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,005 ohne 7,0 6,5 6,0 1,75 ≤ 1,5 

0,005 mit 7,0 6,75 7,0 5,5 5,50 

0,01 ohne 7,0 4,50 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,01 mit 7,0 5,25 5,5 4,5 4,5 

0,05 ohne 7,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

Peressigsäure 

0,05 mit 7,0 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,1 ohne 6,75 3,25 2,25 ≤ 1,5 ≤ 1,5 

0,1 mit 7,25 3,0 2,75 1,75 ≤ 1,5 

0,5 ohne 6,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

0,5 mit 7,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

1,0 ohne 6,75 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 

Natrium- 

hypochlorit 

1,0 mit 7,25 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 ≤ 2,5 
Legende siehe Tabelle 14 
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Tabelle 22: Infektiositätsverluste des in Wasser standardisierte Härte (WSH) 0,1 ml sus-
pendierten ECBO-Virus durch Trocknung bei Zimmertemperatur 

 

Infektiositätstiter [log10KID50/ml] 

Trocknungsversuche 

Suspensions-
medium 

Zeit-
punkt Kontrolle 

Vers.-Nr.  

Infektiositäts-
verlust* 

 V 6,75    

HW E 6,75 1 5,75 1,00 

   2 5,50 1,25 

   3 5,50 1,25 

   4 5,75 1,00 

   5 5,75 1,00 

* Differenzen in log10KID50 zwischen den Titern der Kontrolle E und den Trocknungs-
ansätzen 

V Beginn der Trocknungszeit 

E Ende der Trocknungszeit 

 

 

 

Tabelle 23: Infektiositätsverluste des in Wasser standardisierte Härte (WSH) 0,2 und 0,3 
ml suspendierten ECBO-Virus durch Trocknung bei Zimmertemperatur 

 
Infektiositätstiter [log10KID50/ml] 

Trocknungsversuche 

Suspensions-
medium 

Zeit-
punkt Kontrolle 

Vers.-Nr.  

Infektiositäts-
verlust* 

 V 6,75    

HW E 6,25 1 5,00 1,25 

   2 4,75 1,50 

* Differenzen in log10 KID50 zwischen den Titern der Kontrolle E und den Trocknungs-
ansätzen 

V Beginn der Trocknungszeit 

E Ende der Trocknungszeit 
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Tabelle 24: Infektiositätsverluste des ECBO-Virus durch Trocknung bei Zimmertemperatur 
in Abhängigkeit vom Gehalt an Hefeextrakt (HE) und bovinem Serumalbumin 
(BSA) im Suspensionsmedium 

 
Infektiositätstiter [log10KID50/ml] 

TrocknungsversucheEiweißzusatz 
zum Suspen-
sionsmedium 

Volumenanteil 
der Eiweiß-

suspension im 
Medium/ An-

satz 

Zeit-
punkt Kontrolle Vers.-

Nr.  

Infektiositäts-
verlust* 

 90% V 6,75    

 A E 6,75 1 5,75 1,00 

ohne 75% V 7,50    

(Kontrollen) B E 7,50 1 6,25 1,25 

 50% V 7,25    

 C E 7,00 1 6,00 1,00 

  V 7,00    

 90 % E 6,75 1 6,00 0,75 

 A   2 6,25 0,50 

    3 6,25 0,50 

  V 7,25    

0,4 % 75 % E 7,25 1 6,75 0,50 

HE + BSA B   2 6,50 0,75 

    3 6,75 0,50 

  V 7,25    

 50 % E 7,25 1 7,00 0,25 

 C   2 6,75 0,50 

    3 6,75 0,50 

Legende siehe  
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Tabelle 25: Infektiositätsverluste des ECBO-Virus durch Trocknung bei Zimmertemperatur 
in Abhängigkeit von der Eiweißzusammensetzung des Suspensionsmedium  

 
Infektiositätstiter [log10KID50/ml] 

TrocknungsversucheEiweißzusatz 
zum Suspen-
sionsmedium 

Volumenanteil 
der Eiweiß-

suspension im 
Medium/ An-

satz 

Zeit-
punkt Kontrolle Vers.-

Nr.  

Infektiositäts-
verlust* 

ohne 50% V 7,50    

(Kontrollen) A E 7,50 1 6,25 1,25 

 50% V 7,50    

 B E 7,50 1 6,50 1,00 

  V 7,25    

0,4 % 50 % E 7,25 1 6,75 0,50 

HE + BSA A   2 7,00 0,25 

    3 6,75 0,50 

  V 7,25    

1,0 % 50 % E 7,50 1 7,00 0,50 

BSA B   2 7,25 0,25 

    3 7,00 0,50 

Legende siehe 

 

 
Tabelle 26: Elution des an die Träger aus V2A-Stahl adsorbierten Testvirus durch Benet-

zung der Träger mit Wasser standardisierte Härte (WSH) und anschließender 
Behandlung mit dem Vortexer 

 

Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung 
mit Vortexer [s] Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 4,25 5,75 1.5 96,83 

15 5,0 5,75 0,75 82,21 

30 5,0 6,25 1,25 94,37 

45 5,25 6,25 1,0 90,0 

60 4,75 6,5 1,75 98,22 

120 5,0 6,5 1,5 96,83 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 
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Tabelle 27: Elution des an die Träger aus V2A-Stahl adsorbierten Testvirus durch Benet-
zung der Träger mit Wasser standardisierte Härte (WSH) und anschließender 
Behandlung mit Ultraschall  

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Ultraschall [s] Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 4,75 6,0 1,25 94,37 

15 5,0 6,5 1,5 96,83 

30 5,0 6,75 1,75 98,22 

45 4,75 6,75 2,0 99,0 

60 4,75 6,25 1,5 96,83 

120 5,0 6,25 1,25 94,37 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 

 

Tabelle 28: Elution des an die Träger aus V2A-Stahl adsorbierten Testvirus durch Benet-
zung der Träger mit Wasser standardisierte Härte (WSH) und anschließender 
Behandlung mit dem Vortexer gefolgt von Ultraschall 

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Vortexer +  
Ultraschall [s] 

Versuch Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 1 4,0 6,25 2,25 99,43 

 2 3,0 6,0 3,0 99,9 

15 1 5,0 6,5 1,5 96,83 

 2 5,25 6,25 1,0 90,0 

30 1 5,25 6,5 1,25 94,37 

 2 4,75 6,5 1,75 98,22 

45 1 5,0 6,5 1,5 96,83 

 2 5,25 6,25 1,0 90,0 

60 1 5,25 6,5 1,25 94,37 

 2 5,0 6,0 1,0 90,0 

120 1 5,0 6,5 1,5 96,83 

 2 5,0 6,25 1,25 94,37 

 

• Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 
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Tabelle 29: Elution des Testvirus von den zum Abtupfern der V2A-Stahlträger verwende-
ten Watteträgern durch Behandlung mit dem Vortexer  

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Vortexer [s] Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 3,5 5,75 2,25 99,43 

15 5,25 6,0 0,75 82,21 

30 5,0 6,5 1,5 96,83 

45 5,25 6,25 1,0 90,0 

60 5,0 6,25 1,25 94,37 

120 5,0 6,5 1,5 96,83 
* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 

 

 

Tabelle 30: Elution des Testvirus von den zum Abtupfern der V2A-Stahlträger verwende-
ten Watteträgern durch Behandlung mit Ultraschall  

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Ultraschall [s] Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 3,5 4,75 1,25 94,37 

15 4,0 5,5 1,5 96,83 

30 4,25 6,0 1,75 94,37 

45 4,0 6,5 2,5 99,68 

60 4,25 6,25 2,0 99,0 

120 4,5 6,5 2,0 99,0 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 
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Tabelle 31: Elution des Testvirus von den zum Abtupfern der V2A-Stahlträger verwende-
ten Watteträgern durch aufeinander folgende Behandlungen mit dem Vortexer 
und Ultraschall  

 
Versuch Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Vortexer + Ultra-
schall [s]  Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 1 3,0 5,5 2,5 99,68 

 2 4,0 5,75 1,75 98,22 

15 1 5,0 6,25 1,25 94,37 

 2 5,0 6,5 1,5 96,83 

30 1 4,75 6,5 1,75 98,22 

 2 5,5 6,5 1,0 90,0 

45 1 5,5 6,75 1,25 94,37 

 2 4,75 6,25 1,5 96,83 

60 1 5,0 6,5 1,5 96,83 

 2 5,25 6,25 1,0 90,0 

120 1 5,5 6,5 1,0 90,0 

 2 4,75 6,25 1,5 96,83 
• Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 

 

Tabelle 32: Elution des an die Träger aus Makrolon adsorbierten Testvirus durch Benet-
zung der Träger mit Wasser standardisierte Härte (WSH) und anschließender 
Behandlung mit dem Vortexer  

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Vortexer [s] Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 3,75 6,25 2,5 99,68 

15 4,5 6,5 2,0 99,0 

30 4,75 5,75 1,0 90,0 

45 4,75 6,25 1,5 96,83 

60 4,75 6,0 1,25 94,37 

120 5,0 6,0 1,0 90,0 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche  

 



Anhang 139  
 

 

Tabelle 33: Elution des an die Träger aus Makrolon adsorbierten Testvirus durch Benet-
zung der Träger mit Wasser standardisierte Härte (WSH) und anschließender 
Behandlung mit Ultraschall 

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Ultraschall [s] Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 4,25 6,25 2,0 99,0 

15 5,5 6,5 1,0 90,0 

30 5,5 6,25 0,75 82,21 

45 4,75 5,75 1,0 90,0 

60 4,5 6,25 1,75 98,22 

120 4,25 5,25 1,0 90,0 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 

 

 

Tabelle 34: Elution des an die Träger aus Makrolon adsorbierten Testvirus durch Benet-
zung der Träger mit Wasser standardisierte Härte (WSH) und anschließender 
Behandlung mit dem Vortexer gefolgt von Ultraschall 

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Vortexer + Ultra-
schall [s] 

Versuch 
Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 1 4,25 6,25 2,0 99,0 

 2 4,0 6,5 2,5 99,68 

15 1 5,25 6,0 0,75 82,21 

 2 5,0 6,25 1,25 94,37 

30 1 4,75 6,5 1,75 98,22 

 2 4,5 6,0 1,5 96,83 

45 1 5,25 6,25 1,0 90,0 

 2 4,5 6,0 1,5 96,83 

60 1 5,5 6,5 1,0 90,0 

 2 5,0 6,0 1,0 90,0 

120 1 5,5 7,0 1,5 96,83 

 2 5,0 6,25 1,25 94,37 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 
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Tabelle 35: Elution des Testvirus von den zum Abtupfern der Makrolon-Träger verwende-
ten Watteträger durch Behandlung mit dem Vortexer 

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung 

mit Vortexer [s] Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 3,25 5,25 2,0 99,9 

15 5,0 6,25 1,25 94,37 

30 4,75 6,5 1,75 98,22 

45 4,75 6,5 1,75 98,22 

60 5,0 6,5 1,5 96,83 

120 4,75 6,25 1,5 96,83 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 

 

 

Tabelle 36: Elution des Testvirus von den zum Abtupfern der Makrolon-Träger verwende-
ten Watteträger durch Behandlung mit Ultraschall 

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung 

mit Ultraschall [s] Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 3,0 5,75 2,75 99,82 

15 4,5 6,0 1,5 96,83 

30 5,0 6,5 1,5 96,83 

45 5,25 6,25 1,0 90,0 

60 4,75 6,75 2,0 99,0 

120 4,75 6,25 1,5 96,83 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 

 



Anhang 141  
 

 

Tabelle 37: Elution des Testvirus von den zum Abtupfern der Makrolon-Träger verwende-
ten Watteträger durch aufeinander folgende Behandlung mit dem Vortexer 
und Ultraschall 

 
Infektiositätstiter [log10KID50/Träger] Infektiositätsverlust* Behandlung mit 

Vortexer+Ultra-
schall [s] 

Versuch 
Eluat Kontrolle [log10KID50] [%] 

0 1 3,5 6,0 2,5 99,68 

 2 2,75 4,75 2,0 99,0 

15 1 5,0 6,0 2,0 90,0 

 2 4,5 6,0 1,5 96,83 

30 1 4,75 6,25 1,5 96,83 

 2 5,5 6,5 1,0 90,0 

45 1 4,75 5,75 1,0 90,0 

 2 5,25 6,25 1,0 90,0 

60 1 5,25 6,0 0,75 82,21 

 2 4,75 6,25 1,5 96,83 

120 1 4,5 6,25 1,75 98,22 

 2 5,0 6,25 1,25 94,37 

* Differenz der Titer der Kontrollen und der Elutionsversuche 
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Tabelle 38: Infektiositätsgehalt des ECBO-Virus im Überstand und auf dem Träger aus V2 
A-Stahl nach Zugabe des “ Desinfektionsmittels“  

 

Einwirkzeit 

[min] 

Versuch-

nummer 

Infektiositätstiter des 

Überstndes [ log10 

KID50/0,16 ml ] 

Infektiositätstiter des 

Träger [ log0 KID50 ] 

1 4,45 4,0 15 

2 4,95 4,25 

1 4,70 3,50 30 

2 4,70 4,25 

1 4,70 3,25 60 

2 4,95 4,50 

1 4,70 4,0 120 

2 4,70 4,0 

 
 
Tabelle 39:  Infektiositätsgehalt des ECBO-Virus im Überstand und auf dem Träger aus PE 

500 nach Zugabe des “Desinfektionsmittels“  

 

Einwirkzeit 

[min] 

Versuch-

nummer 

Infektiositätstiter des 

Überstndes [ log10 

KID50/ 0,16 ml ] 

Infektiositätstiter des 

Träger [ log10 KID50 ] 

1 4,95 4,5 15 

2 4,45 4,0 

1 4,95 3,5 30 

2 4,95 4,5 

1 4,45 3,5 60 

2 4,70 3,75 

1 4,95 4,25 120 

2 4,45 4,25 

´ 
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Tabelle 40: Viruzide Wirksamkeit von Steril® gegenüber ECBO-Virus bei 10 °C, im Keim-
trägerversuch mit V2 A-Stahl als Keimträger 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ 
0,1 ml bzw Träger der nach ver-
schiedenen Einwirkungszeiten 

[min ] 

Konzentration 

des DM [%] 

Versuch Versuch-
stand 

Viruskontrolle

[log10 KID50/ 
0,1 ml bzw 

Träger] 

15 30 60 120 

Überstand 4,5 1,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 
1 

Träger 4,75 1,5 1,5 1,25 1,5 

Überstand 4,75 0,75 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 
0,5 

2 
Träger 3,75 1,5 1,5 1,5 1,25 

Überstand 4,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 
1 

Träger 4,75 3,0 1,5 1,25 1,25 

Überstand 4,75 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 
1,0 

2 
Träger 3,75 1,5 1,5 1,0 1,25 

Überstand 4,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 
1 

Träger 4,75 2,5 1,25 1,25 ≤ 0,5 

Überstand 4,75 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 ≤ 0,5 
2,0 

2 
Träger 4,0 1,5 1,0 ≤ 0,5 ≤ 0,5 

Überstand 4,75 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 
1 

Träger 4,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 

Überstand 4,75 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 
3,0 

2 
Träger 4,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 

Überstand 4,75 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 
1 

Träger 4,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 

Überstand 4,75 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 
4,0 

2 
Träger 4,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 

STERIL®: Natriumhypochlorit 

Eiweiß: 0,1% Hefeextrakt + 0,1% Bovines Serumalbumin 
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Tabelle 41: Viruzide Wirksamkeit von Steril® gegenüber ECBO-Virus bei 10 °C, im Keim-
trägerversuch mit PE als Keimträger 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ 
Träger der nach verschiedenen 

Einwirkungszeiten [min ] 

Konzentration 

des DM [%] 

Versuch Viruskontrolle

[log10 KID50/ 
Träger] 

15 30 60 120 

1 5,0 3,75 3,25 3,0 2,75 
0,25 

2 5,0 3,5 3,0 2,5 2,5 

1 4,75 1,5 1,5 1,25 1,0 
0,5 

2 5,5 1,5 1,5 1,25 1,25 

1 4,75 1,25 1,0 1,0 1,25 
1,0 

2 5,5 1,25 1,0 1,0 1,0 

1 4,75 0,75 1,0 0,75 ≤ 0,5 
2,0 

2 5,5 1,0 1,0 1,0 ≤ 0,5 

1 5,0 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 
3,0 

2 5,0 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 

1 5,0 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 
4,0 

2 5,0 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 ≤1,5 

STERIL®: Natriumhypochlorit 

Eiweiß: 0,1% Hefeextrakt + 0,1% Bovines Serumalbumin 
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Tabelle 42: Viruzide Wirksamkeit von HM 3000® gegenüber ECBO-Virus bei 10 °C, im 
Keimträgerversuch mit PE als Keimträger 

 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ 
Träger der nach verschiedenen 

Einwirkungszeiten [min ] 

Konzentration 

des DM [%] 

Versuch Viruskontrolle

[log10 KID50/ 
Träger] 

15 30 60 120 

1 5,25 4,75 4,75 4,5 4,5 
0,5 

2 5,0 4,25 4,25 4,25 4,25 

1 5,25 4,5 4,5 4,25 4,5 
1,0 

2 5,0 4,0 4,0 4,0 3,75 

1 5,25 4,5 4,5 4,5 4,25 
2,0 

2 5,0 4,25 4,0 4,0 4,0 

1 5,25 4,50 4,75 4,75 4,75 
3,0 

2 5,0 4,25 4,25 4,25 4,0 

1 5,25 4,75 4,75 4,75 4,5 
4,0 

2 5,0 4,25 4,25 4,25 4,25 

1 5,25 4,25 4,25 4,5 4,25 
5,0 

2 5,0 4,25 4,0 4,0 4,0 

HM 3000®: Alkylamin 

Eiweiß: 0,1% Hefeextrakt + 0,1% Bovines Serumalbumin 
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Tabelle 43: Viruzide Wirksamkeit von HM 3000® gegenüber ECBO-Virus bei 10 °C, im 
Keimträgerversuch mit V2 A-Stahl als Keimträger 

 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ 
Träger der nach verschiedenen 

Einwirkungszeiten [min ] 

Konzentration 

Des DM [%] 

Versuch Viruskontrolle

[log10 KID50/ 
Träger] 

15 30 60 120 

1 5,5 5,25 5,25 5,0 5,25 0,5 

2 5,25 5,25 5,25 5,0 5,0 

1 5,5 4,75 4,75 4,75 4,75 1,0 

2 5,25 4,75 4,75 4,5 4,5 

1 5,25 4,5 4,25 4,25 4,5 2,0 

2 5,25 4,25 4,25 4,25 4,0 

1 5,5 4,75 4,75 4,75 4,5 3,0 

2 5,25 4,5 4,5 4,5 4,5 

1 5,25 4,75 4,75 4,5 4,5 4,0 

2 5,25 4,5 4,5 4,25 4,25 

1 5,25 4,5 4,5 4,25 4,25 5,0 

2 5,25 4,5 4,25 4,25 4,0 

HM 3000®: Alkylamin 

Eiweiß: 0,1% Hefeextrakt + 0,1% Bovines Serumalbumin 
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Tabelle 44:  Viruzide Wirksamkeit von Divodes FG® gegenüber ECBO-Virus bei 10 °C, im 
Keimträgerversuch mit PE als Keimträger 

 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ 
Träger der nach verschiedenen 

Einwirkungszeiten [min ] 

Konzentration 

des DM [%] 

Versuch Viruskontrolle

[log10 KID50/ 
Träger] 

15 30 60 120 

100 1 5,25 5,0 5,0 5,0 4,75 

100 2 5,25 5,25 5,0 4,75 4,75 

 

 

 

 

 

Tabelle 45: Viruzide Wirksamkeit von Divodes FG® gegenüber ECBO-Virus bei 10 °C, im 
Keimträgerversuch mit V2A-Stahl als Keimträger 

 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ 
Träger der nach verschiedenen 

Einwirkungszeiten [min ] 

Konzentration 

des DM [%] 

Versuch Viruskontrolle

[log10 KID 50/ 
Träger] 

15 30 60 120 

100 1 5,0 4,75 4,5 4,5 4,5 

100 2 5,0 4,5 4,75 4,75 4,75 

Divodes FG®: Isopropanol, n-Propanol 

Eiweiß: 0,1% Hefeextrakt + 0,1% Bovines Serumalbumin 
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Tabelle 46: Viruzide Wirksamkeit von neoquat s® gegenüber ECBO-Virus bei 10 °C, im 
Keimträgerversuch mit PE als Keimträger 

 

Infektiositätstiter in log10 KID50/ 
Träger der nach verschiedenen 

Einwirkungszeiten [min ] 

Konzentration 

des DM [%] 

Versuch Viruskontrolle

[log10 KID 50/ 
Träger] 

15 30 60 120 

1 5,0 4,75 5,0 4,75 5,0 
1,0 

2 5,0 5,0 5,0 4,75 5,0 

1 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 
2,0 

2 5,0 5,0 5,0 5,0 4,75 

1 5,0 5,0 5,0 5,0 4,75 
3,0 

2 5,0 4,75 5,0 4,5 4,75 

 neoquat s®: Quat. Amoniumverbindungen 

 Eiweiß: 0,1% Hefeextrakt + 0,1% Bovines Serumalbumin 
 
 
 
 
Tabelle 47: Viruzide Wirksamkeit von neoquat s® gegenüber ECBO-Virus bei 10 °C, im 

Keimträgerversuch mit V2A-Stahl als Keimträger 

 
Infektiositätstiter in log10 KID50/ 
Träger der nach verschiedenen 

Einwirkungszeiten [min ] 

Konzentration 

des DM [%] 

Versuch Viruskontrolle

[log10 KID 50/ 
Träger] 

15 30 60 120 

1 5,0 4,75 5,0 4,75 4,75 
1,0 

2 5,25 5,25 5,25 5,0 5,0 

1 5,0 4,75 4,75 5,0 5,0 
2,0 

2 5,25 5,0 5,25 5,0 4,75 

1 5,0 5,0 5,0 4,75 4,75 
3,0 

2 5,25 5,0 5,0 4,75 4,75 

neoquat s®: Quat.Amoniumverbindungen 

Eiweiß: 0,1% Hefeextrakt + 0,1% Bovines Serumalbumin 
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Minimal Essential Medium (MEM) Lösung 

Minimal Essential Medium mit Earle' Salzen und 0,85 g/l NaHCO3 ergänzt mit 2 mmol/l 

L-Glutamin, Vitaminkonzentrat und 5 % fetalem Kälberserum( Biochrom – Berlin) 

NaHCo3  2,2 g/l wird datzu gegeben 

PST 1% (Stammlösung entält 10000 IE Penicillin/ml und 10 mg Streptomycin/ml) 

gelöst in Aqua bidest und PH auf 7,0 eingestellt 

 

Herstellung der Versen-Trypsin Lösung 
 
Für ein Liter Lösung benötigt man: 

 
NaCL  8000 mg/l 

KCL  200   mg/l 

Na2HPO4 1150 mg/l 

KH2PO4 200   mg/l  

EDTA-Na2 200   mg/l 

Trypsin 500   mg/l 

Phenolrot 7, 5    ml/l 

Oben aufgeführte Substanzen werden mit Aqua bidest. gelöst und pH auf 7,0 eingestellt. und 

anschließend durch  Filtration sterilisiert. 

 

Herstellung von PBS ( Phospht buffered Saline): 
 
NaCL-Lösung (Merck, Darmstadt) 8,00 g/l 

KCl ( Merck,  Darmstadt)  0,20 g/l 

Na2HPO4 (Merck, Darmstadt) 1,15 g/l 

KH2PO4 (Merck, Darmstadt)  0,20 g/l 

 

gelöst in 1 Liter Aqua bidest und pH auf 7,0 eingestellt und ( 121 °C 15 min) autoklaviert und 

im Kühlschrank aufbewahrt. 
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Herstellung der Eiweißlösung „HE/BSA“; je 100g/l: 

50 g Hefeextraktgranulat (Merck, Darmstadt, Lot-Nr: 0127-01-7) in 150 ml Aqua dest. wurden 

in einem 250 ml- Kolben gelöst. Nachdem sich der Schaum gesetzt hatte, wurde bis zur 

Markierung mit Aqua dest. aufgefüllt und anschließend autoklaviert (121 °C, 15 min.). Nach 

Abkühlung bei Raumtemperatur wurden 25 ml dieser Lösung in einem 50 ml fassenden 

Meßkolben pipettiert. 

Nach Zugabe von 10 ml Aqua dest. wurden 5 g Bovines Serum Albumin (BSA) Fraktion V 

(SERVA ELECTROPHORESIS GmbH, Cat: 11930) darin gelöst und bis zur Markierung mit 

Aqua dest. aufgefüllt. Dann wurde diese Mischung durch Filter mit einer durchschnittlichen 

Porengröße von 0,45 µm (Schleicher und Schuell, Lot-Nr: CC 1159-1) filtriert und im Kühl-

schrank aufbewahrt. 

 

Wasser Standardisierter Härte (WSH): 
Lösung A: 19,84 g/l wasserfreies MgCl2 und 46,24 g/l wasserfreies CaCl2‘ werden mit destil-

liertem Wasser auf 1 Liter aufgefüllt und im Autoklaven sterilisiert. 

Lösung B: 35,02 g/l NaHCO3 wird in 1 Liter destillierten Wasser aufgelöst und durch einen 

Filter sterilfiltriert. 

Gebrauchslösung: 

6 ml der Lösung A werden in 600 ml destilliertem Wasser verdünnt und anschließend in ei-

nen Meßbecher überführt, 8 ml der Lösung B werden dazugegeben und mit destilliertem 

Wasser auf 1 Liter aufgefüllt. 

Die WSH-Lösung wird frisch hergestellt und nicht länger als ein Tag verwendet. 

Der pH- Wert der Lösung auf 7,0 ±0,2 eingestellt . 

 

Herstellung einer Bovinen Serum Albumin (BSA ) Lösung: 
Je nach gewünschter Konzentration wurden das entsprechende Gewichtsprozent BSA (Bio-

chrom, Berlin )in Aqua dest. Mit Hilfe eines Magnetrührers mit niedriger Drehgeschwindifkeit 

gelöst und anschließend durch durch Filter mit einer durchschnittlichen Porengröße von 0,45 

µm (Schleicher und Schuell, Lot-Nr: CC 1159-1) filtriert und im Kühlschrank aufbewahrt. 
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Keimträgermaterial 

 
1. V2 A-Stahl: (NE – Metalle-Staufenberg-Treis) Große: 20 x 20 x 1 mm blank poliert, 

Hersteller: Institutseigene Werkstatt. Sterlisiert 2 Stunden bei 160 °C im Heißluftsteri-
lisator  

2. Polyethylen 500 Große: 20 x 20 x 5 mm (ORBILAN Kunststoffwerk GmbH – Rosen-

dahl – Osterwick) 10 min bei 121 °C im Autoklaven sterilisiert. 

 

Geräte: 

 

Co2 – Inkubator:: Heraeus B 50 60 EK /Co2 mit digitaler Anzeige, D -6450 Hanau 

 

Ultraschallgerät: BRANSON – SONIFIER  MODELL  “ B - 12 / B – 15“ Schwäbisch Gmünd 

 

Ultrazentrifuge: Beckman, L7 – 55 Ultracentrifuge  U.S.A. 

 

Ultraschallwasserbad: LABSON 200 Ultraschallgenerator T460 / H  Nr. EYH – 12848715 

SINGEN 

 

Kühlbox: ( Fa. Novodirect, Kehl/ Rein), Kleine Temperierkammer (Fryka, Essingen) mit digi-

taler Temperaturanzeige und – einstellung . Arbeitstemperaturbereich – 20 bis + 40°C, räum-

liche Regelgenauigkeit +/- 1°C. Abmessungen ( BxTxH): 47x58x40 cm außen, 36x35x23 cm 

innen.  
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