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UNTERSUCHUNGSBERICHT

Das Instrumentendesinfektionsmittel ENDO STAR des Laboratoriums Dr. H.D. Deppe
wurde gemaf Auftrag auf seine virusinaktivierenden Eigenschaften gegeniiber dem
Vacciniavirus Stamm Elstree im quantitativen Suspensionsversuch geprift. Die Priifung
erfolgte nach der Richtlinie des Bundesgesundheitsamtes (BGA, jetzt Robert Koch-
Institut) und der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der Viruskrankheiten e.V.
(DVV) zur Prifung von chemischen Desinfektionsmitteln auf Wirksamkeit gegen Viren
(1,2). Hierbei handelt es sich um Suspensionsversuche, bei denen die Wirksamkeit von
chemischen Desinfektionsmitteln unter definierten Bedingungen wie Praparate-Konzen-
tration, Einwirkzeit, Temperatur und EiweiBbelastung, ermittelt werden kann.

Die Prufrichtlinie des BGA und der DVV existiert seit 1982 und hat sich in der Vergangen-
heit als eine gut reproduzierbare Methode bewahrt. Nach dieser Richtlinie und auch nach
dem europaischen Entwurf (prEN 14476:2003) einer phase 2/step 1-Viruzidiepriifung (3)
wird ein chemisches Desinfektionsmittel immer dann als viruzid angesehen, wenn eine
Titerreduktion von vier log,,-Stufen (Inaktivierung > 99,99%) darstellbar ist.

Die Ergebnisse dieser Suspensionsversuche fihren zu konkreten Anwendungsemp-
fehlungen, doch sollte beachtet werden, dass ohne entsprechende praxisnahe Versuche

die Resultate lediglich eine viruzide Wirksamkeit in vitro demonstrieren.
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Laboratorium

MikroLab GmbH, Norderoog 2, D-28259 Bremen

Identifizierung der Probe

Produktbezeichnung ENDO STAR
Hersteller Laboratorium Dr. H.D. Deppe
Chargennummer 2404046

Aussehen und Geruch

klare, farblose Flissigkeit

produktspezifisch
pH-Wert (Glaselektrode) unverdunnt: 10,1 (20°C)
1,0%: 8,9 (20°C)
Lieferdatum 05.05.2004
Lagerbedingungen Raumtemperatur, dunkel (Aufbewahrungs-

bereich nicht frei zuganglich)

Aktive Substanz(en) und ihre

Konzentration(en) in 100 g

10,0 g Alkyldimethyllamoniumethosulfat
2,0 g Polyhexamethylenbiguanid
3,6 g Cocospropylendiaminguanidium-
diacetat

Prufbedingungen

Zeitraum der Prifung

02.07.2004 - 17.08.2004

Praftemperatur

20°C +1°C

Produktprufkonzentration

1,0% und 2,0%

Einwirkzeiten

15, 30 und 60 Minuten

EiweiBbelastung 0,2% Serumalbumin (BGA/DVV)

10,0% foetales Kalberserum (BGA/DVV)
Verdunnungsmittel Aqua bidest.
Virusstamm Vacciniavirus Stamm Elstree
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4.2

Material und Methoden

Herstellung der Virussuspension

Das Vacciniavirus Stamm Elstree stammte vom Institut fir Med. Virologie und
Immunologie der Universitat Essen. Das Virus war vor den Inaktivierungsversu-
chen 10 mal in GMK AH-1 Zellkulturen (green monkey kidney, permanente
Affennierenzellinie) und dreimal in HeLa-Zellen (menschliches Zervix-Karzinom)

passagiert worden.

Zur Herstellung der Virussuspension wurden Vero-Zellen (african green monkey
kidney cells = permanente Affennierenzellkultur), die in 75 cm? Zellkulturflaschen
(Nunc GmbH & Co. KG, D-65203 Wiesbaden) mit Dulbecco‘s Modified Eagle's
Medium (DMEM, Cambrex Bio Science Verviers s.p.r.l., B-4800 Verviers, Belgien)
unter Zusatz von L-Glutamin, nicht essentiellen Aminosauren, Natriumpyruvat und
foetalem Kélberserum (Biochrom AG, D-12247 Berlin) gehalten wurden, mit dem
Vacciniavirus beimpft. Nach Ausbildung des cytopathischen Effekts erfolgte ein
dreifacher Einfrier-/Auftauvorgang und eine niedertourige Zentrifugation bei
800 x g, um den Zelldetritus zu entfernen. Der Uberstand wurde aliquotiert und
bei -80°C eingefroren.

Inaktivierungsansitze

Die Ansatze wurden entsprechend der Richtlinie des BGA und der DVV durch-
gefuhrt. Acht Volumenteile des Desinfektionsmittels in der 1,25fachen der ge-
wunschten Konzentration wurden mit einem Volumenteil Virussuspension und
einem Volumenteil Aqua bidest. vermischt. Bei den Versuchen mit EiweiBbela-
stung wurde anstelle von Aqua bidest. ein Volumenteil einer 2%igen Rinder-
albumin-Loésung (bovine serum albumin = BSA, Cohn Fraktion V, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, D-82024 Taufkirchen) bzw. ein Volumenteil foetales Kalberserum
(FKS) zugegeben.

Eine Kontrolle bestand aus einem Volumenteil Virussuspension, vier Volumen-
teilen PBS und funf Volumenteilen einer 1,4%igen Formaldehyd-Lésung. Die
Bestimmung der Formaldehyd-Konzentration wurde mit der Hydroxylammonium-
chlorid-Methode vorgenommen. Ferner sind Kontrollansétze fiir die Bestimmung

des Virustiters nach der langsten der gepriften Einwirkzeiten mitgefiihrt worden.
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4.3

4.4

4.5

Die Inaktivierungsversuche wurden in geschlossenen Plastikrohrchen (Sarstedt
AG, D-51588 Numbrecht) in einem Wasserbad bei 20°C durchgefiihrt. Nach den
einzelnen Einwirkzeiten wurden Teilmengen entnommen, und die Restinfektiositat

ist bestimmt worden.

Bestimmung der Infektiositat

Die Bestimmung der Infektiositat geschah mit Hilfe der Endverdiinnungstitration
im Mikroverfahren. Dabei wurden die Stichproben, die nach ihrer Entnahme mit
eiskaltem DMEM und 1% Kalberserum in ganzzahligen Potenzen von 10 ver-
dannt waren, jeweils zu 100 pL in acht Kavitaten einer sterilen Polystyrolplatte
(Nunc GmbH & Co. KG) berfihrt. Dann erfolgte die Zugabe von 100 pL einer
frisch trypsinierten Vero-Zellkultur, die so eingestellt war, dass sich ca. 2,7 x 10*
Zellen pro Kavitat befanden. Die Inkubation erfolgte bei 37°C im CO,-Brutschrank
(5% CO,-Gehalt). Nach acht Tagen wurde abgelesen, und die Berechnung des
Infektionstiters (log,, IDs,) ist nach der Methode von Spearman (4) und Kérber (5)

vorgenommen worden.

Bestimmung der Cytotoxizitét

Fir die Bestimmung der Cytotoxizitat des Desinfektionsmittels wurden zwei
Volumenteile PBS mit acht Volumenteilen des Desinfektionsmittels bzw. der
Desinfektionsmittellésung gemischt und nach seriellen Verdinnung in die
Mikrotiter-Platte (berflihrt. In Erganzung der Richtlinie erfolgte diese Kontrolle
ebenfalls mit den interferierenden Substanzen.

Die Berechnung der cytotoxischen Dosis geschah als log,, CD,,/mL (in Analogie
zum |IDg-Wert).

Berechnung der viruziden Wirkung

Die Beurteilung der viruziden Wirkung des zu prufenden Desinfektionsmittels
erfolgte durch Berechnung des Titerabfalls gegenuber der jeweils parallel durch-
gefuhrten Kontrolltitration ohne Desinfektionsmittel. Die Differenz wird als Reduk-
tionsfaktor (RF) angegeben.
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5.

Ergebnisse

Parallel zu den Inaktivierungsversuchen wurde die Cytotoxizitat von ENDO STAR
(1,0% und 2,0%) und der 0,7%igen Formaldehyd-Lésung ermittelt. Die als Kon-
trolle mitgeflihrte Formaldehyd-Lésung wirkte toxisch auf die eingesetzten Vero-
Zellen bei Anwendung der 0,1%igen Verdinnung (1 : 1000). Dies bedeutet
rechnerisch einen log,, CDg/mL-Wert (in Analogie zum ID.,-Wert) von 4,5
(Tabelle 1).

Demgegentuber ergab sich bei der Uberpriifung des Instrumentendesinfektions-
mittels ENDO STAR als 1,0% und 2,0%ige Lésung eine log,, CD.,/mL von 3,5.
Damit ist in der 1 : 100-Verdlnnung eine Cytotoxizitat nachgewiesen worden.
Diese Versuche zur Ermittlung der Cytotoxizitat sind unbedingt erforderlich, um
auf diese Weise die untere Nachweisbarkeitsschwelle fiir nichtinaktiviertes

Vacciniavirus zu determinieren.

Die Untersuchungsergebnisse der Inaktivierungsversuche finden sich in der
Tabellen 2 und 3 (Rohdaten siehe Appendix). Auf eine graphische Darstellung
der Resultate ist aufgrund der weitgehend fehlenden Kinetik des Inaktivierungs-

verhaltens des Instrumentendesinfektionsmittels ENDQ STAR verzichtet worden.

Aus der Tabelle 2 ist ersichtlich, dass die 0,7%ige Formaldehyd-Lésung den
Vacciniavirus-Titer nach flinf Minuten Einwirkzeit um > 3,00 log,,-Stufen redu-
zierte. Nach 15, 30 und 60 Minuten betrug der Reduktionsfaktor > 3,37.

Das Instrumentendesinfektionsmittel ENDO STAR wurde als 1,0% und 2,0%ige

Losung eingesetzt. Die Einwirkzeiten betrugen 15, 30 und 60 Minuten.

Die Untersuchungsergebnisse finden sich in den Tabellen 2 und 3. Daraus ist
ersichtlich, dass das untersuchte Instrumentendesinfektionsmittel ENDO STAR
als 1,0% und 2,0%ige Lésung eine ausgepragte Viruzidie gegeniiber dem Priif-
virus aufwies. So konnte im Ansatz ohne Belastung und in Gegenwart von BSA
bei der Uberpriifung der 1,0%igen Losung nach 15 Minuten Einwirkzeit kein Virus
mehr detektiert werden. Die Reduktionsfaktoren betrugen > 4,37 bzw. > 4,00. In
Gegenwart von FKS muBte die Einwirkzeit 60 Minuten betragen, um den initialen
Virustiter entscheidend zu reduzieren.

Deshalb ist unter FKS-Belastung zusétzlich die 2,0%ige Lésung untersucht

worden. Bei dieser Konzentration war eine Reduktion von > 4,12 log,,-Stufen
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nach 15 Minuten Einwirkzeit nachweisbar. Dies bedeutet eine Inaktivierung von
2 99,99% und damit eine Vacciniavirus-Wirksamkeit. Bekanntlich wird in der
Richtlinie des BGA und der DVV immer dann von einer Virus-Wirksamkeit ausge-
gangen, wenn eine Titerreduktion von gleich oder gré3er vier log,,-Stufen (Inakti-
vierung > 99,99%) darstellbar ist.

2/

inmann
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20°C

GUTACHTERLICHE BEURTEILUNG

Das Instrumentendesinfektionsmittel ENDO STAR des Laboratoriums Dr. H.D. Deppe
wurde geman Auftrag auf seine viruziden Eigenschaften gegenuiber dem Vacciniavirus
Stamm Elstree nach der Richtlinie des Bundesgesundheitsamtes (BGA, jetzt Robert
Koch-Institut) und der Deutschen Vereinigung zur Bekampfung der Viruskrankheiten e.V.
(DVV) untersucht.

In der Richtlinie des BGA und der DVV wird dann von einer Virus-Wirksamkeit eines
Desinfektionsmittels im Suspensionstest ausgegangen, wenn nach einer bestimmten
Einwirkzeit eine Reduktion des initialen Virustiters von vier log,,-Stufen (Inaktivierung
> 99,99%) erfolgt ist.

Das Instrumentendesinfektionsmittel ENDO STAR wurde als 1,0% und 2,0%ige Lésung
eingesetzt. Die Einwirkzeiten betrugen 15, 30 und 60 Minuten. Nach 15 Minuten (1,0%
ohne und mit BSA-Belastung; 2,0% FKS) konnte kein Virus mehr detektiert werden, und
die Reduktion des Virustiters erreichte vier log,,-Stufen. Nach diesen Untersuchungs-
ergebnissen kann deshalb empfohlen werden, das Instrumentendesinfektionsmittel

ENDO STAR zur Inaktivierung des Vacciniavirus Stamm Elstree wie folgt einzusetzen:

ohne Belastung 1,0% 15 Min.
mit Belastung 1,0% 60 Min.
2,0% 15 Min.

Dr. J.Aﬁ/émann
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vacciniavirus efficacy of ENDO STAR in a quantitative suspension test at 20°C
EXPERT’S INVESTIGATION REPORT

The virucidal efficacy of the instrument disinfectant ENDO STAR from Laboratorium Dr.
H.D. Deppe against vacciniavirus strain Elstree was investigated by a quantitative
suspension test published as a guideline of the Bundesgesundheitsamt (BGA, now
Robert Koch-Institut) and the Deutsche Vereinigung zur Bekampfung der Viruskrankhei-
ten e.V. (DVV, German Association for the Control of Virus Diseases). According to this
suspension test, a disinfectant or a disinfectant solution at a particular concentration is
considered as having virucidal efficacy if within the recommended exposure period the
titre is reduced by 4 logs,,.

ENDO STAR was examined as a 1.0% and 2.0% solution. The exposure times were 15,
30 and 60 minutes. After an exposure time of 15 minutes (1.0% without and with BSA
load; 2.0% FCS) no virus could be detected and virus reduction exceeded 4 log,,-steps.
Therefore, it can be recommended to use the instrument disinfectant ENDO STAR for the
inactivation of vacciniavirus as follows:

without soil load 1.0% 15 min.
with soil load 1.0% 60 min.
2.0% 15 min.

D, sfinmarin
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Tabelle 1: Cytotoxizitat von ENDO STAR (1,0% und 2,0%) und der 0,7%igen Form-

aldehyd-Losung.

Verdiinnungsstufen
Konzentration Belastung 10" 102 10 10* | 10°
1,0% ohne + + - - -
1,0% 0,2% BSA + + - - -
1,0% 10,0% FKS + - - -
2,0% ohne + + - - -
2,0% 0,2% BSA + - - -
2,0% 10,0% FKS + + - - .
Formaldehyd-
Konzentration
0,7% ohne + + + . .
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