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1 Einleitung

Die Fassung der Leitlinie vom Juni 2005 

[1] wurde überarbeitet, da sich seit ihrem 

Inkrafttreten aufgrund erster Erfahrungen 

gezeigt hat, dass einige Abschnitte der 

Konkretisierung bzw. Ergänzung bedür-

fen. So wurde die Durchführung der In-

terferenzkontrolle in Anlehnung an die 

europäische Norm konkretisiert. Weiter-

hin war es erforderlich, spezielle Kontrol-

len für die Prüfung von chemother-

mischen Desinfektionsverfahren zu for-

mulieren, die sich bereits in der Praxis 

bewährt hatten.

Nach wie vor ist die Frage des Ersatzes 

des Poliovirus (aufgrund der geplanten 

Eradikation der Poliomyelitis [3]) durch 

ein entsprechend geeignetes Testvirus 

nicht abschließend geklärt, sodass vorläu-

fig das Poliovirus (Polio-Impfstamm 

Typ I, Stamm LSc-2ab) aktuelles Prüfvirus 

bleibt. 

Da die europäische Norm [2] für den 

quantitativen Suspensionstest zur Prüfung 

der Viruswirksamkeit bisher weder eine 

biometrische Auswertung der Teste noch 

eine Auslobung der begrenzt viruziden 

Wirksamkeit erlaubt, behält die nun er-

gänzte Fassung der Leitlinie weiterhin 

Gültigkeit für die Vergabe von entspre-

chenden Zertifikaten der DVV.

In dieser Leitlinie wird die Durchfüh-

rung von Suspensionsversuchen beschrie-

ben. Die Versuche zur Viruzidie sind 

 sowohl ohne als auch mit zusätzlicher Be-

lastung durch Eiweiß im Testansatz durch-

zuführen. Eine ausreichende Titerreduk-

tion lässt den Schluss zu, dass das Mittel 

unter den geprüften Bedingungen die mit 

dieser Prüfmethode nachweisbaren viru-

ziden Eigenschaften besitzt.

Aus den Ergebnissen von Suspensions-

versuchen können Anwendungsempfeh-

lungen für die Mittel nur in begrenztem 

Umfange abgeleitet werden. Derart güns-

tige Wirkungsbedingungen, wie sie in ei-

ner homogenen Suspension herrschen, 

liegen in der Anwendungspraxis zumeist 

nicht vor. Das heißt, es ist zu berücksich-

tigen, dass der Suspensionsversuch nicht 

in jedem Fall praxisnah ist. Er bietet je-

doch Aussagen über die Effizienz des ge-

testeten Desinfektionsmittels und ermög-

licht somit den Vergleich der Wirksamkeit 

verschiedener Desinfektionsmittel. 

Verschiedene Parameter des In-vitro-

Tests (u. a. verwendetes Virus, verwendete 

Zellen, Passagenzahl, Zytotoxizität) kön-

nen die Ergebnisse beeinflussen. Weiter-

hin bestimmen die Titrationsbedingungen 

(u. a. Probenverdünnungsfaktor für die 

Titration und Anzahl der getesteten Re-

plikate pro Verdünnung) die Genauigkeit 

der Prüfung und haben damit zusammen 

mit den vorgenannten Parametern Ein-

fluss auf die Aussage über die viruzide 

Wirksamkeit des zu testenden Desinfekti-

onsmittels. In der vorliegenden Leitlinie 

finden daher biometrische Aspekte be-

sondere Aufmerksamkeit. Damit soll si-

chergestellt werden, dass der ermittelte 

Reduktionsfaktor (s. u.) mit hoher Wahr-

scheinlichkeit die „wahre Wirksamkeit“ 

widerspiegelt. 

In dieser Leitlinie werden die Begriffe 

„begrenzt viruzid“ (wirksam gegen be-

1 Die Bezeichnung „Richtlinie“ wurde aus 
 juristischen Gründen in „Leitlinie“ geändert.
2 Fachausschuss „Virusdesinfektion“: Mitglieder 
in alphabetischer Reihenfolge Dr. J. Blümel, 
PD Dr. D. Glebe, Prof. Dr. D. Neumann-Haefelin, 
Prof. Dr. H.F. Rabenau*, Dr. I. Rapp, PD Dr. F. von 
Rheinbaben, Prof. Dr. B. Ruf, Prof. Dr. A. Sauer-
brei, Dr. I. Schwebke*, Dr. J. Steinmann, Dr. 
H. Willkommen, Prof. Dr. M.H. Wolff, Prof. Dr. 
P. Wutzler, * korrespondierende Autoren
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hüllte Viren) und „viruzid“ (wirksam ge-

gen unbehüllte Viren; die Wirksamkeit 

gegen unbehüllte Viren schließt eine 

Wirksamkeit gegen behüllte Viren ein) im 

Sinne der Definition der Stellungnahme 

des Arbeitskreises Viruzidie am RKI [4] 

verwendet. 

Es ist allerdings zu berücksichtigen, 

dass der Begriff „viruzid“ nicht alle be-

kannten pathogenen Viren einbezieht, da 

bestimmte Viren, insbesondere Hepatitis-

A-Virus (HAV) oder Parvoviren, ggf. eine 

höhere Resistenz aufweisen als die einge-

setzten Testviren.

Praxisnahe Prüfungen für die Hände-, 

Flächen- und Instrumentendesinfektion 

sind nicht Inhalt dieser Leitlinie; weitere 

Leitlinien dieses Inhaltes sind vorgese-

hen.

2 Testviren

Es sind folgende Viren zu verwenden:

2.1 Chemische Desinfektion

2.1.1 Wirkungsbereich „begrenzt 
viruzid“
F Vacciniavirus, Stamm Elstree3,

F Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV), 

Stamm NADL.

2.1.2 Wirkungsbereich „viruzid“
F Vacciniavirus, Stamm Elstree3,

F Poliovirus-Impfstamm Typ I, Stamm 

LSc-2ab, 

F Adenovirus Typ 5, Stamm Ade-

noid 75,

F Polyomavirus4 (SV 40), Stamm 777.

2.2 Chemothermische Desinfektion 
(Temperatur > 40 °C)

F Bovines Parvovirus, Stamm Haden

Bezugsquellen für die Virusstämme bzw. 

Virussuspensionen sind auf der DVV-

Homepage (http://www.dvv-ev.de – Fach-

ausschuss „Virusdesinfektion“) angegeben. 

Sie können auch bei der Deutschen Verei-

nigung zur Bekämpfung der Viruskrank-

heiten (DVV) e.V., Institut für Virologie 

3 Beschäftigte, die Versuche mit diesem Virus 
durchführen, sollten entsprechend geimpft sein.
4 Alte Bezeichnung: Papovavirus SV40.

und Antivirale Therapie, Friedrich-Schil-

ler-Universität Jena, Hans-Knöll-Straße 2, 

07745 Jena erfragt werden. 

3 Bereitung der Virus-
suspensionen

Viren sind in Zellkulturen oder anderen 

geeigneten Systemen zu vermehren. Die 

Methoden, die zur Herstellung der Virus-

suspension eingesetzt werden, können in 

Abhängigkeit vom Testvirus differieren. 

Der Gehalt der Suspensionen an Viren 

sollte nicht weniger als 108 TCID50/ml be-

tragen. 

Dies kann u. a. wie folgt gewährleistet 

werden: Die mit dem Virus infizierten 

Kulturen können mit dem gesamten Me-

dium und Zelldetritus mindestens einma-

lig eingefroren und aufgetaut werden. 

Abweichend hiervon wird bei Zellkul-

turen, in denen Adenovirus vermehrt 

wird, vor dem Einfrieren und Auftauen 

das Anzuchtmedium abgegossen und die 

Kultur mit neuem Medium in 1/10 des ur-

sprünglichen Volumens beschickt.

Die Virussuspensionen können, z. B. 

nach vorangegangener niedertouriger 

Zentrifugation, für 60 Min. bei 40.000 x g 

und + 4°C zentrifugiert werden, sodass 

sich die Viren im Bodensatz anreichern. 

Das Sediment wird in PBS (Phosphate 

Buffered Saline) aufgenommen und zur 

Entfernung von Zelldetritus erneut nie-

dertourig zentrifugiert. Alternativ kann 

ggf. auch eine Ultraschallbehandlung von 

virusinfizierten Zellen für die Präparation 

hochtitriger Virussuspensionen angewen-

det werden.

Der Virustiter darf auch niedriger als 

108 TCID50/ml sein, wenn gewährleistet 

ist, dass eine Titerreduktion von mindes-

tens 4 log10-Stufen bei der Desinfektions-

mittelprüfung abgelesen werden kann.

4 Bereitung der Desinfektions-
mittel-Verdünnung

Das zu prüfende Desinfektionsmittel wird 

mit Wasser standardisierter Härte (s. An-

hang 3) verdünnt. Die Verdünnung ist so 

zu wählen, dass die zu prüfende Konzent-

ration des Desinfektionsmittels im Ge-

misch von Virussuspension und Desin-

fektionsmittel (Versuchsansatz) vorliegt. 

Die für die Durchführung dieser Versuche 

verwendeten Desinfektionsmittel-Ver-

dünnungen müssen daher um das 1,25-

fache konzentrierter sein als die zu prü-

fende Konzentration (s. Punkt 5). Für 

Präparate, die unverdünnt angewendet 

werden bzw. in gebrauchsfertiger Form in 

den Handel kommen sollen, hat dies zur 

Folge, dass keine höheren Konzentrati-

onen als 80 % geprüft werden können. Bei 

unverdünnt anzuwendenden Desinfekti-

onsmitteln dürfen keine aufkonzent-

rierten Zubereitungen geprüft werden.

Eine zusätzliche Prüfung in 90 %iger 

Konzentration (0,1 Teil Virussuspension, 

0,9 Teile Aqua bidest. bzw. FKS, 9 Teile 

Desinfektionsmittel) ist zulässig, wenn 

der Wirkmechanismus dies begründet. 

5 Durchführung der Suspensions-
versuche

Virussuspension, fetales Kälberserum 

(FKS)5, Aqua bidest. und die Desinfekti-

onsmittel-Verdünnung werden auf 20°C 

temperiert. Ein Teil der Virussuspension 

wird mit einem Teil FKS bzw. Aqua bidest. 

gemischt; sodann werden 8 Teile der Des-

infektionsmittel-Verdünnung (1,25-fach) 

hinzugegeben und vermischt. Das Ge-

misch wird für die Dauer der zu prü-

fenden Einwirkzeit bei 20±0,5°C gehal-

ten.

Sollen Desinfektionsmittel bei Tempe-

raturen unter 20°C angewendet werden, 

so müssen die Prüfungen bei den entspre-

chenden Temperaturen (z. B. 4°C) durch-

geführt werden. Chemothermische Ver-

fahren im Bereich höher als 40°C sind 

ausschließlich mit Parvoviren bei den 

vom Hersteller vorgegebenen Tempera-

turen zu prüfen.

Entsprechend dem Anwendungsbe-

reich sind in der Regel 4 Einwirkzeiten des 

Mittels zu prüfen:

F entweder 0,5; 1; 2,5; 5 (ggf. 1,5; 2) 

 Minuten 

F oder 5; 15; 30 und 60 Minuten.

Mittel, die in der Desinfektionspraxis mit 

kurzen Einwirkzeiten zur Anwendung 

kommen sollen (z. B. Händedesinfekti-

5 Für Prüfungen mit dem Testvirus BVDV bzw. 
Parvovirus ist FKS zu verwenden, das weder 
Antikörper gegen BVDV bzw. Parvovirus noch 
diese Viren selbst enthält.
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onsmittel), sind vornehmlich mit kurzen 

Einwirkzeiten zu prüfen. Bei Mitteln, für 

die in der Desinfektionspraxis lange Ein-

wirkzeiten vorgesehen sind, kann gegebe-

nenfalls die Prüfung kurzer Einwirkzeiten 

entfallen. Die Konzentrationen und Ein-

wirkzeiten des Desinfektionsmittels sind 

so zu wählen, dass aus dem Prüfergebnis 

die Abhängigkeit der viruziden Wirkung 

des Mittels von der Konzentration bzw. 

der Einwirkungsdauer ersichtlich ist (Ki-

netik).

Die Wirksamkeit der Desinfektions-

mittel ist sowohl ohne als auch mit FKS-

Belastung (10 % Endkonzentration im 

Versuchsansatz) zu prüfen. Die Virus-

kontrollansätze müssen die gleichen FKS-

Konzentrationen enthalten wie die Prüf-

ansätze. 

Alle Versuche sind mindestens in zwei 

unabhängigen Ansätzen an unterschied-

lichen Versuchstagen durchzuführen.

5.1 Prüfungen zur chemo-
thermischen Desinfektion 

Bei der Prüfung chemothermischer Des-

infektionsverfahren ist abweichend von 

den unter Ziffer 5 genannten Zeiten die 

für das Verfahren beantragte Einwirkzeit 

zu prüfen. Die Kinetik der Virusinaktivie-

rung muss aus der Wahl davon abgeleite-

ter weiterer Einwirkzeiten und/oder Kon-

zentrationen ersichtlich werden. Es sind 

mindestens 2 Konzentrations-Zeit-Relati-

onen zu prüfen.

Diese Prüfungen müssen, sofern das 

Desinfektionsverfahren aus mehreren 

Komponenten (z. B. Wasch- und Desin-

fektionsmittel) besteht, jeweils a) mit dem 

Waschmittel bzw. Waschverstärkern allein 

und b) mit dem vollständigen Verfahren 

– Wasch- und Desinfektionsmittel – in 

gesonderten Versuchen bei der vorgese-

henen Verfahrenstemperatur durchge-

führt werden. Die Prüfungen nach a) und 

b) sind zusätzlich bei 20°C durchzuführen 

(. Tabelle 1).

6 Bestimmung der Infektiosität 
der Virussuspensionen

Als Methodik kommen quantale Teste 

(Endverdünnungsmethode) oder quanti-

tative Teste (Plaquetest) infrage. Zu den zu 

prüfenden Einwirkzeiten ist von dem Ge-

misch aus Virussuspension und Desinfek-

tionsmittel eine Verdünnungsreihe in eis-

kaltem Kulturmedium anzulegen (z. B. 

0,5 ml Gemisch zu 4,5 ml Medium; mög-

lichst keine kleineren Mengen – bei Ab-

weichung von dieser Vorgabe ist eine Be-

gründung anzugeben). Die Röhrchen der 

Verdünnungsreihe sind unmittelbar nach 

der Verdünnung in ein Eisbad (0–4°C) zu 

stellen. Die Verdünnungen sind sofort 

(unter Angabe des Zeitfaktors im Ver-

suchsprotokoll) auf Zellkulturen zu 

verimpfen. Dabei ist eine mögliche Nach-

wirkung des Desinfektionsmittels auszu-

schließen (s. 7.3).

Wenn erforderlich, kann die Wirkung 

des Desinfektionsmittels durch Gelfiltra-

tion, Mikrofiltration oder chemische Neu-

tralisation aufgehoben werden. Das ge-

wählte Verfahren ist detailliert zu be-

schreiben, und durch entsprechende 

Kontrollen ist nachzuweisen, dass es den 

Virusnachweis (Titer) nicht beeinträch-

tigt.

Die Infektiosität der Versuchsansätze 

kann in Makro- oder Mikrotests bestimmt 

werden. Als Infektiositätsparameter kann 

der zytopathische Effekt in der Endver-

dünnungsmethode oder die Plaquebil-

dung bestimmt werden. 

7 Kontroll- und Vergleichs-
versuche

7.1 Viruskontrollen 

Als Viruskontrolle wird der Titer der nicht 

mit Desinfektionsmittel behandelten Vi-

russuspension unter Prüfbedingungen 

ohne bzw. mit FKS-Belastung bestimmt.

7.1.1 Viruskontrolle ohne Belastung 
Hierzu wird ein Teil Virussuspension mit 

9 Teilen Aqua bidest. gemischt. Nach Ab-

lauf der maximalen Einwirkzeit sind Ver-

dünnungsreihen anzulegen und der Titer 

zu bestimmen.

7.1.2 Viruskontrolle mit Belastung 
Hierzu wird ein Teil der Virussuspension 

mit einem Teil FKS und 8 Teilen Aqua bi-

dest. gemischt. Nach Ablauf der maxima-

len Einwirkzeit sind Verdünnungsreihen 

anzulegen und der Titer zu bestimmen.

7.2 Zytotoxizitätskontrolle

Die nachfolgend beschriebene Zytotoxi-

zitätskontrolle des Desinfektionsmittels 

dient dazu, virusbedingte zytopathische 

Veränderungen von zelltoxischen Effek-

ten abzugrenzen: Hierzu werden 2 Teile 

Aqua bidest. mit 8 Teilen der Desinfekti-

onsmittelverdünnung gemischt. Wie bei 

der Bestimmung der Virusinfektiosität 

werden hiervon Verdünnungsreihen an-

gelegt, mit denen die Zellkulturen inoku-

liert werden. Sollte die Zytotoxizität des 

Desinfektionsmittels so stark sein, dass 

eine Abnahme des Infektiositätstiters um 

4 log10 nicht erfassbar ist, kann durch ge-

eignete Methoden nach Ablauf der Ein-

wirkzeit versucht werden, die Zytotoxizi-

tät zu vermindern (z. B. mittels Gelfiltra-

tion, Mikrofiltration oder geeigneten 

chemischen Neutralisationsmitteln). Das 

gewählte Verfahren ist detailliert zu be-

schreiben, und durch entsprechende 

Kontrollen ist nachzuweisen, dass es den 

Virusnachweis (Titer) nicht beeinträch-

tigt.

7.3 Nachwirkungskontrolle

Kontrollen zur Nachwirkung sind dann 

durchzuführen, wenn insbesondere bei 

kurzen Einwirkzeiten eine methodisch 

bedingte unkontrollierte Nachwirkung 
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Tabelle 1

Kontroll- und Vergleichsversuche für die Prüfung von Desinfektions-

verfahren zur chemothermischen Desinfektion

Virustiter 20 °C Verfahrens-

temperatur

Kontrolle nach 7.1.1 und 7.1.2 X X

Kontrolle nach 7.1.1 und 7.1.2 bei dem pH-Wert der Prüflösung 

(Waschmittel + Desinfektionsmittel)

X X

Prüfansatz nach 5.1 (a und b) X
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des Desinfektionsmittels über die Ein-

wirkzeit hinaus nicht ausgeschlossen wer-

den kann. In der Regel sollte der zeitliche 

Abstand nach Ablauf der Einwirkzeit bis 

zum Ansatz der Verdünnungsreihe für die 

Titration nicht größer als 15–30 Sekunden 

sein. 

Es wird ein Teil Virussuspension mit 

einem Teil FKS bzw. Aqua bidest. ge-

mischt; sodann werden 8 Teile einer ge-

eigneten Desinfektionsmittel-Verdün-

nung hinzugegeben, vermischt und für 

die Zeitphase zwischen Beendigung der 

Einwirkzeit des Desinfektionsmittels und 

Ansatz der Verdünnungsreihe zur Titrati-

on im Eisbad inkubiert. Anschließend 

werden Verdünnungsreihen angelegt, um 

eine Titerbestimmung vorzunehmen. Zur 

Ermittlung der Desinfektionsmittel-Ver-

dünnung, die keine Nachwirkung mehr 

zeigt, sind in der Regel die ersten beiden 

Verdünnungsstufen des Desinfektions-

mittels einzusetzen. Von einer vernachläs-

sigbaren oder nicht vorhandenen Nach-

wirkung des Desinfektionsmittels kann 

ausgegangen werden, wenn die Differenz 

des Titers im Vergleich zur Viruskontrolle 

≤ 0,5 log10 beträgt.

Werden andere Verfahren als das unter 

6 beschriebene Verdünnungsverfahren 

zur Verringerung der Zytotoxizität (s. 

Punkt 7.2) oder zur Aufhebung der Desin-

fektionsmittelwirkung (z. B. Gelfiltration, 

Mikrofiltration oder chemische Neutrali-

sation) angewendet, sind diese analog zu 

prüfen.

7.4 Interferenzkontrolle – Kontrolle 
der Zellsuszeptibilität 

Mit der Interferenzkontrolle soll nachge-

wiesen werden, dass die Suszeptibilität der 

Zellen für die Virusinfektion durch die 

Behandlung mit dem Desinfektionsmittel 

nicht negativ beeinflusst wird. 

Es werden 2 Teile Aqua bidest. bzw. 

ein Teil FKS und ein Teil Aqua bidest. 

mit 8 Teilen Desinfektionsmittel in der 

 Verdünnung, die keine Nachwirkung 

(s. Punkt 7.3) oder Zytotoxizität (s. Punkt 

7.2) zeigt, versetzt. Diese Mischungen wer-

den für eine Stunde analog der Art der 

Bestimmung der Infektiosität der Virus-

suspensionen (s. Punkt 6 und Anhang 1) 

mit der Zellkultur in Kontakt gebracht. 

Als Negativkontrolle hierzu werden paral-

lel zu den Mischungen mit Desinfektions-

mittel Zellkulturen in gleicher Weise mit 

PBS in Kontakt gebracht und unter glei-

chen Bedingungen für eine Stunde inku-

biert. Nach der Einwirkzeit wird die Des-

infektionsmittellösung bzw. PBS von der 

Zellkultur entfernt. Anschließend werden 

Verdünnungsreihen der Virussuspension 

(unter Berücksichtigung des für die Er-

mittlung der Infektiosität nach der Desin-

fektionsmitteleinwirkung verwendeten 

Verdünnungsfaktors) angelegt und der 

Titer auf dieser Zellkultur bestimmt. Die 

Differenz des hiermit ermittelten Titers 

im Vergleich zur Viruskontrolle 

(s. Punkt 7.1.1 bzw. Punkt 7.1.2) sollte nicht 

mehr als 0,5 log10 betragen.

7.5 Zellkontrolle

Die Zellen werden wie im Versuchsansatz 

behandelt jedoch nur mit Zellkulturmedi-

um versehen.

7.6 Formaldehydkontrolle

Zusätzlich zu jedem Versuchs- bzw. Prü-

fansatz ist ein Vergleichsversuch mit 

Formaldehyd bei pH 7,0 ohne Serumbe-

lastung bei 20±0,5°C durchzuführen. Die 

Konzentration soll (im Versuchsansatz) 

0,7 g Formaldehyd/100 ml betragen, die 

Einwirkzeit 5, 15, 30 und 60 Minuten (für 

Poliovirus auch 120 Minuten; eine Ein-

wirkzeit von 5 Minuten kann dann entfal-

len). Für diesen Versuchsansatz werden 

ein Teil Virussuspension mit 4 Teilen 

Phosphatpuffer (0,1 M; pH 7,0) und 5 Tei-

len einer 1,4 %igen Formaldehydlösung 

gemischt (s. Anhang 2).

Die Differenz des Titers der Virus-

kontrolle (s. Punkt 7.1.1) und des Titers der 

Formaldehydkontrolle soll bei Polioviren 

bei einer Einwirkzeit von 30 Minuten 

0,5–2,5 log10 und bei einer Einwirkzeit von 

60 Minuten 2–4,5 log10 betragen [2].

7.7 Kontroll- und Vergleichs-
versuche zur chemothermischen 
Desinfektion

Bei Prüfungen zur chemothermischen 

Desinfektion ist die Kontrolle mit Form-

aldehyd als Referenzsubstanz nicht sinn-

voll, da einerseits bei diesen Verfahren 

Aldehyde nicht als Wirkstoffe angewendet 

werden und andererseits Parvoviren sehr 

resistent gegen Formaldehyd sind. Zum 

Nachweis der Eignung der im Test zu ver-

wendenden Parvoviren sind deshalb ne-

ben den Kontrollen nach 7.2 bis 7.5 andere 

Kontrolluntersuchungen erforderlich, die 

nachfolgend beschrieben werden (. Ta-

belle 1). Mit diesen Kontrollen muss 

nachgewiesen werden, dass weder die 

Temperatur oder der pH-Wert allein noch 

diese Parameter gemeinsam (ohne Ein-

wirkung des Desinfektionsmittels) die 

Wirksamkeit gegen Parvoviren bedingen. 

7.7.1 Viruskontrolle bei 20 ± 0,5°C 
und Verfahrenstemperatur
Die Kontrolle nach 7.1.1 und 7.1.2 werden 

bei 20±0,5°C und der vorgesehenen Ver-

fahrenstemperatur bei einem pH-Wert 

von 7 durchgeführt.

7.7.2 Viruskontrolle bei pH-Wert 
des Verfahrens
Die Kontrolle nach 7.1.1 und 7.1.2 werden 

bei der vorgesehenen Verfahrenstempera-

tur bei dem pH-Wert bei dem das Verfah-

ren durchgeführt wird, bestimmt.

8 Berechnung des Reduktions-
faktors

Die Beurteilung der Wirksamkeit der 

Desinfektionsmittel-Verdünnung erfolgt 

durch die Ermittlung des Reduktionsfak-

tors. Der Reduktionsfaktor ist die Diffe-

renz aus dem ohne Einwirkung des Des-

infektionsmittels erhaltenen Infektiosi-

tätstiter (log10 TCID50/ml bzw. log10 Plaque 

bildende Einheiten(PFU)/ml der Virus-

kontrollen (s. Punkt 7.1.1 bzw. Punkt 7.1.2) 

und dem nach Einwirkung des Desinfek-

tionsmittels erhaltenen Infektiositätstiter 

(s. Punkt 6). Die Titer sind mit ihrem 

95 %-Konfidenzintervall zu ermitteln und 

daraus der Reduktionsfaktor mit dem 

95 %-Konfidenzintervall zu berechnen 

(s. Anhang 6).

9 Untersuchungsbericht

Die Versuchsergebnisse sind tabellarisch 

und ggf. grafisch, einschließlich der im 

Formaldehydvergleichsversuch erho-

benen Befunde, zusammenzustellen. Der 

Untersuchungsbericht muss die Chargen-

bezeichnung des zu prüfenden Mittels, die 
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wirksamen Bestandteile des Desinfekti-

onsmittels sowie detaillierte Angaben 

über die Prüfmethodik, die Ergebnisse 

(ermittelte Reduktionsfaktoren mit 95 %-

Konfidenzintervall) und eine Wertung 

des Befundes enthalten (s. Anhang 4 und 

5). Im Suspensionsversuch gelten diejeni-

gen Konzentrationen eines Desinfektions-

mittels als wirksam gegen Viren, die bei 

der jeweiligen Einwirkungsdauer den Ti-

ter an infektiösen Viren um mindestens 

4 Zehnerpotenzen herabsetzen (Redukti-

onsfaktor von ≥ 4 log10).
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Anhang 1: Hinweise zur Durch-
führung des Infektiositätstests

Die Prüfung der Infektiosität der Suspen-

sionen und ihrer Verdünnungen kann als 

(Mikrotiter-)Platten- bzw. Röhrchentest 

zur Bestimmung der TCID50 oder im Pla-

quetest erfolgen. 

a) (Mikrotiter-)Platten-Test 

Beispiel: In die Vertiefungen der (Mi-

krotiter-)Platte werden 0,05–0,2 ml der 

jeweiligen Verdünnungsstufe appliziert. 

Diese kann entweder auf bereits ange-

wachsene Zellen aufgebracht oder zu 

0,05–0,2 ml Zellsuspension hinzugefügt 

werden. Werden bereits angewachsene 

Zellkulturen verwendet, ist nach einer 

Adsorptionsdauer von 1–2 h das Medium 

zu wechseln. Die Kulturen werden bei 

37°C bebrütet (in der Regel 5–15 Tage) und 

anschließend mikroskopisch auf zytopa-

thische Effekte geprüft. Die Infektiosität 

der Proben wird als TCID50/ml angege-

ben.

b) Röhrchentest

Beispiel: Konfluierende einschichtige 

Zellrasen in Kulturröhrchen werden mit 

0,2 ml der Verdünnungsstufen beimpft. 

Nach einer Adsorptionsdauer von 1–2 h 

bei 37°C wird das Kulturmedium abge-

saugt und durch frisches Medium ersetzt. 

Die Kulturen werden bei 37°C bebrütet (in 

der Regel 5–15 Tage) und anschließend 

mikroskopisch auf zytopathische Effekte 

geprüft. Die Infektiosität der Proben wird 

als TCID50/ml angegeben.

c) Plaquetest

Beispiel: Konfluierende Zellrasen in 

24-Well-Zellkulturplatten werden mit 

0,5–1 ml der Verdünnungsstufen beimpft. 

Nach einer Adsorption von 1–2 h bei 37°C 

werden die Inokula entfernt und die Zell-

rasen mit Medium gespült. Danach wird 

der Zellrasen mit 1 ml Overlay überschich-

tet und die Kultur in einem CO2-Brut-

schrank über 3–7 Tage bebrütet. (Das 

Overlay besteht aus Agar, der in einer 

Endkonzentration von 2 % in Aqua bidest. 

aufgenommen wird. Nach Abkühlung er-

folgt die Zugabe der gleichen Menge an 

doppelt konzentriertem Zellkulturmedi-

um, das zuvor auf ca. 40°C erwärmt wur-

de.) Anschließend erfolgt eine Fixierung 

und Färbung mit 0,3 % Kristallviolett in 

3 % Formalin. Nach 2–3 h kann das Over-

lay mit Leitungswasser abgespült und der 

Zellrasen mit Aqua dest. nachgespült wer-

den. Die Plaques werden unter einem Mi-

kroskop ausgezählt. Die Infektiosität der 

Proben wird als PFU/ml angegeben.

Anhang 2: Quantitative 
 Bestimmung von Formaldehyd 

Der Formaldehydgehalt der im Handel 

befindlichen konzentrierten Formalde-

hydlösungen ist in der Regel unterschied-

lich und kann auch von den Lagerungsbe-

dingungen abhängig sein. Es ist daher 

unumgänglich, den Formaldehydgehalt 

der für den Vergleichsversuch verwende-

ten Formaldehydlösung bzw. deren Ver-

dünnung quantitativ zu bestimmen. Es ist 

dabei zu berücksichtigen, dass Formal-

dehydlösungen, die aus konzentrierten 

Formaldehydlösungen (z. B. Formalin) 

bereitet wurden, Polymere enthalten und 

bei Raumtemperatur erst nach einigen Ta-

gen die maximale, dem Gehalt an Form-

aldehyd entsprechende Wirksamkeit be-

sitzen.

Quantitative Bestimmung von Formalde-

hyd z. B. mit Hydroxylammoniumchlo-

rid:

Das Prinzip der Methode ist folgendes:

Formaldehyd reagiert mit Hydro-

xylammoniumchlorid unter Bildung des 

entsprechenden Oxims. Hierbei wird eine 

äquivalente Menge von Wasserstoffionen 

frei, die den pH-Wert des Reaktionsan-

satzes in den sauren Bereich verschieben:

H2C = O + +N3N-OH + CL–

H2C = NOH + H+ + Cl– + H2O

Der pH-Wert des Ansatzes wird mit Na-

tronlauge auf den anfänglichen pH-Wert 

zurücktitriert. Aus der verbrauchten Men-

ge an Natronlauge wird der Gehalt der 

Probe an Formaldehyd errechnet.

Durchführung der Bestimmung:

Von der zu untersuchenden Probe wird 

eine Menge, die 100–150 mg Formaldehyd 

enthält, in eine für die Titration am pH-

Meter geeignete Vorlage pipettiert und 

mit Aqua dest. auf ca. 100 ml aufgefüllt. 

Die Lösung wird am pH-Meter mit ca. 

0,5 N Salzsäure auf genau pH 3,0 einge-

stellt. 25 ml einer zuvor bereits auf pH 3,0 

eingestellten ca. 0,5 N Hydroxylammoni-

umchloridlösung werden hinzupipettiert 

und die Mischung 10 Minuten bei Raum-

temperatur stehen gelassen. Anschließend 

wird am pH-Meter mit 0,5 N Natronlauge 

wieder auf pH 3,0 zurücktitriert.

Berechnung des Formaldehydgehaltes 

der Probe:

Verbrauchte Menge

 an 0,5 N NaOH Gehalt der Probe

 in ml x 30,03 an Formaldehyd

Volumen der Probe 
=

 in g in 100 ml.

 in ml x 20

Anhang 3: Herstellung von Wasser 
standardisierter Härte

Für die Herstellung werden 2 Lösungen 

benötigt:

Lösung A:

19,84 g wasserfreies Magnesiumchlorid 

(MgCl2) und 46,24 g wasserfreies Kalzi-

umchlorid (CaCl2) werden in Aqua bidest. 

gelöst und auf 1000 ml aufgefüllt (es kön-

nen auch äquivalente Mengen wasserhal-

tiger Salze verwendet werden). Die Lö-

sung wird im Dampfsterilisator sterilisiert. 

Sie kann bei 2°C bis 8°C bis zu einem Mo-

nat aufbewahrt werden.

Lösung B:

35,02 g Natriumhydrogenkarbonat 

(NaHCO3) werden in Aqua bidest. gelöst 

und auf 1000 ml aufgefüllt. Die Lösung 

wird durch Membranfiltration sterilisiert. 

Sie kann bei 2°C bis 8°C bis zu einer Wo-

che aufbewahrt werden.

Für die Herstellung von 1 Liter Wasser 

standardisierter Härte werden in einen 

sterilisierten 1000-ml-Messkolben min-

destens 600 ml steriles Aqua bidest. gege-

ben. Dazu werden 6,0 ml Lösung A und 

8,0 ml Lösung B gegeben und nach dem 

Durchmischen mit Aqua bidest. zu 

1000 ml aufgefüllt. Der pH-Wert dieser 

Lösung muss 7,0 + 0,2 betragen. Falls er-

forderlich ist der pH-Wert mit 1 N Natri-

umhydroxid (NaOH) bzw. 1 N Salzsäure 

(HCl) einzustellen. Wasser standardisier-

ter Härte ist unter aseptischen Bedin-

gungen frisch herzustellen und innerhalb 

von 24 h zu verbrauchen.

Die Härte muss 300 ppm, berechnet 

auf Kalziumkarbonat, betragen.
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Anhang 4: Tabellarische und grafische Darstellung der Prüfungsergebnisse 

b) Beispiele für die grafische Darstellung der Prüfungsergebnisse 

Infektiositätstiter 

(log10 TCID50/ml

log10 PFU/ml)

 

bzw.

Einwirkzeit (min)  
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Infektiositätstiter 

(log10 TCID50/ml

log10 PFU/ml)

 

bzw.

Einwirkzeit (min)
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3

4

5

0

0

1 2 5

Anhang 5: Hinweise zur 
 Abfassung von Gutachten über 
Desinfektionsmittelprüfungen

F In der Einleitung sollte kurz berichtet 

werden, für welchen Anwendungsbe-

reich (z. B. Hände-, Flächen-, Instru-

menten- bzw. Wäschedesinfektion) 

das Mittel eingesetzt werden soll. Ins-

besondere muss angegeben  werden, 

unter welchen Bedingungen das Mit-

tel anzuwenden ist und warum das 

Mittel für wirksam gehalten wird 

(z. B. anhand von Literaturzitaten).

F Die Wirksubstanzen, die vorgese-

henen Arbeitskonzentrationen und 

die Identität der Prüfprobe müssen 

vollständig genannt werden.

F Das Desinfektionsmittel ist genau zu 

beschreiben: Chargen-Nr., Herstel-

lungsdatum, Verfallsdatum, physika-

lische Eigenschaften, Farbe, pH-Wert 

(der pH-Wert der Prüflösungen im 

Prüfmuster und in der Gebrauchsver-

dünnung mit Aqua bidest. soll gemes-

sen werden. Dies gilt nicht für alko-

holische Lösungen > 60 %). 

F Die Herkunft, Präparation und Passa-

gegeschichte des Prüfvirus sowie der 

verwendeten Zelllinien sollen be-

schrieben werden.

F Die Methodik für die Prüfungen und 

die Kontrollversuche muss exakt be-

schrieben werden. Ein Verweis auf die 

Leitlinie ist nicht ausreichend. Insbe-

sondere ist die Herstellung und ggf. 

die Art der Aufkonzentrierung der 

Testvirussuspension genau zu be-

schreiben. 

F Die Ergebnisse aller Versuche müssen 

tabellarisch als Rohdaten und als be-

rechnete TCID50- bzw. PFU-Werte, 

einschließlich der 95 %-Konfidenzin-

tervalle angegeben werden. Die Me-

thode der Titerberechnung muss 

ebenfalls genannt werden. Hierzu eig-

net sich z.B. die Methode nach Spear-

man und Kärber [5, 6] (s. Anhang 6). 

Die statistische Auswertung und die 

Bestimmung des 95 % Konfidenzin-

tervalls des Reduktionsfaktors (RF) ist 

nach den Vorgaben in Anhang 6 

durchzuführen.

Anhang 6: Biometrische Aus-
wertung der Versuchsansätze und 
Beurteilung der virusdesinfi-
zierenden Wirkung (Reduktions-
faktor [RF])

Für die Bewertung der Wirksamkeit von 

Desinfektionsmitteln ist der Virustiter vor 
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a) Tabelle 2

Beispiel für die tabellarische Darstellung der Prüfungsergebnisse (Angaben zur Zytotoxizität des Desinfektionsmittels 

und zur maximal nachweisbaren Abnahme des Infektiositätstiters)

Testvirus Konzentration des 

Desinfektionsmittels

 im Ansatz ( %)

Virustiter der Kontroll-

Titration (log10 

TCID50/ml bzw. log10

PFU/ml) einschließlich 

95 % Konfidenz intervall

Virustiter der „Restvirus“-Titration 

(log10 TCID50/ml bzw. log10 PFU/ml) 

einschließlich 95 %-Konfidenzintervall

Reduktionsfaktor nach … (min) 

einschließlich 95 %-Konfidenzintervall

1. EWZ1 2. EWZ 3. EWZ 4. EWZ 1. EWZ 2. EWZ 3. EWZ 4. EWZ

1 EWZ Einwirkzeit
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und nach Einwirkung des Desinfektions-

mittels zu bestimmen und aus der Diffe-

renz der Reduktionsfaktor (RF) ein-

schließlich dessen 95 %-Konfidenzinter-

vall zu ermitteln. Die Virustitrationen 

sind so durchzuführen, dass der Virustiter 

ein 95 %-Konfidenzintervall von ≤ 0,5 log10 

aufweist. Die Anzahl der Replikate pro 

Verdünnung (z. B. 8, 12 oder 16) und der 

Verdünnungsfaktor in der Verdünnungs-

reihe (z. B. 3, 5 oder 10), die für die Titra-

tion verwendet wird, sind entsprechend 

festzulegen. Alle Versuche sind in 2 unab-

hängigen Ansätzen an unterschiedlichen 

Tagen durchzuführen. 

Von einer ausreichenden, Desinfek-

tionsmittel-bedingten Titerreduktion ist 

auszugehen, wenn der mittlere RF (s. u.) 

mindestens 4 log10 beträgt. Die Ergebnisse 

dürfen nicht durch zytotoxische Einflüsse, 

Interferenzen oder Nachwirkung des Des-

infektionsmittels beeinträchtigt sein. 

Der Virustiter (TCID50/ml oder PFU/

ml) kann auf verschiedene Weise ermittelt 

werden, u. a. nach der Gleichung von 

Spearman und Kärber [5, 6]. 

A 6.1: Berechnung des Virustiters mit dem 

95 %-Konfidenzintervall 

Beispiel: Die Berechnung des logarith-

mischen Infektionstiters nach Spearman 

und Kärber in TCID50/ml erfolgt nach:

m = xk + d/2 – d ∑ pi

Dabei ist: 

m = negativer dekadischer Logarithmus 

des Titers bezogen auf das Testvolu-

men

xk = Logarithmus der kleinsten Dosis 

(Verdünnungsstufe) bei der alle Test-

objekte positiv reagieren

d = Logarithmus des Verdünnungsfak-

tors

pi = beobachtete Reaktionsrate

Die Standardabweichung (s) von m er-

rechnet sich nach [7]:

sm = √ d2 ∑ {(pi (1- pi) / (n – 1)}

Dabei ist:

sm = Standardabweichung des logarith-

mierten Titers

d = Logarithmus des Verdünnungsfak-

tors

pi = beobachtete Reaktionsrate

n = die Anzahl der pro Verdünnung ein-

gesetzten Testobjekte 

Das 95 %-Konfidenzintervall des Titers 

entspricht näherungsweise 2 sm. Bei der 

Titerberechung muss die Vorverdünnung 

der Probe berücksichtigt und auf das glei-

che Volumen bezogen werden. 

A 6.2: Berechnung des Reduktionsfaktors 

und seines 95 %-Konfidenzintervalls

Der Reduktionsfaktor (RF) wird er-

rechnet als Differenz des logarithmierten 

Virustiters vor („Kontroll-Titration“ 

s. Punkt 7.1.1 und Punkt 7.1.2, gleich Titer 

zu a) und nach Einwirkung des Desinfek-

tionsmittels („Restvirus“, s. Punkt 6, gleich 

Titer zu b). 

Der Reduktionsfaktor (RF) berechnet 

sich demnach aus:

RFT1 = a–b

Dabei ist:

RFT1 = Reduktionsfaktor des ersten Ver-

suchsansatzes

a = log10 TCID50/ml der Kontroll-Titra-

tion des ersten Versuchsansatzes

b = log10 TCID50/ml der Restvirus-Titra-

tion des ersten Versuchsansatzes

Das 95 %-Konfidenzintervall des RF des 

ersten Ansatzes (KRF(T1)) berechnet sich 

nach:

KRF(T1) = √ (2 sa)
2 + (2 sb)2

Dabei ist:

KRF(T1) = 95 %-Konfidenzintervall des RF 

des ersten Versuchsansatzes

sa = Standardabweichung der Kontroll-

Titration des ersten Versuchsansatzes

2sa = 95 %-Konfidenzintervall der Kon-

troll-Titration des ersten Versuchsan-

satzes

sb = Standardabweichung der Restvirus-

Titration des ersten Versuchsan-

satzes

2sb = 95 %-Konfidenzintervall der Rest-

virus-Titration des ersten Versuchs-

ansatzes

Alle Versuche sind in 2 unabhängigen An-

sätzen durchzuführen. Für jeden Ansatz 

sind der Reduktionsfaktor und das 95 %-

Konfidenzintervall zu berechnen. 

Sofern im Testansatz mit Desinfekti-

onsmittel („Restvirus“) kein Virus mehr 

nachweisbar ist, wird das 95 %-Konfidenz-

intervall ermittelt durch: 

KRF(TkV) = √ 2 (sa)
2

Dabei ist:

KRF(TkV) = 95 %-Konfidenzintervall des 

RF für den Fall, dass im Testansatz mit 

Desinfektionsmittel („Restvirus“) kein Vi-

rus mehr nachweisbar ist

A 6.3: Berechnung des mittleren Redukti-

onsfaktors (RF(mi)) und seines 95 %-Kon-

fidenzintervalls

Der mittlere RF aus beiden Ansätzen 

und sein 95 %-Konfidenzintervall wird 

wie folgt berechnet: 

RF(mi) = (RFT1 + RFT2) / 2

Dabei ist:

RF(mi) = mittlerer Reduktionsfaktor

RFT1 = Reduktionsfaktor des ersten Ver-

suchsansatzes

RFT2 = Reduktionsfaktor des zweiten 

Versuchsansatzes

Das 95 %-Konfidenzintervall des mittleren 

RF (KRF(mi)) berechnet sich aus: 

KRF(mi) = ½ √ (KRF(T1))2 + (KRF(T2))2

Dabei ist:

KRF(mi) = 95 %-Konfidenzintervall des 

mittleren Reduktionsfaktors

KRF(T1) = 95 %-Konfidenzintervall des Re-

duktionsfaktors des ersten Versuchs-

ansatzes 

KRF(T2) = 95 %-Konfidenzintervall des 

Reduktionsfaktors des zweiten Ver-

suchsansatzes 

A 6.4: Beispielrechnung

Titerberechung der Kontroll-Titration 

des ersten Versuchsansatzes (T1):

Aus den in . Tabelle 2 angegebenen 

Zahlenwerten errechnet sich der Titer 

(s. Punkt A 6.1):

m = –6 + ½ – 1 × 2,38 = 7,88

Unter Berücksichtigung des eingesetzten 

Testvolumens beträgt der Titer 8,88 log10 

TCID50/ml 

Die Standardabweichung und das 

95 %-Konfidenzintervall des Titers wird 

aus den gegebenen Werten wie folgt be-

rechnet (vgl. Punkt A 6.1):

sm = √ 12 ∑ {(pi (1- pi) / (16 – 1)}
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Da p1 = 1, p2 = 0,75, p3 = 0,5 und p4 = 0,13 

und n in allen Verdünnungen 16 ist, ist 

p1 (1 – p1) / (n1 – 1) = 0

p2 (1 – p2) / (n2 – 1) = 0,75 (1 – 0,75) / (16 – 1) 

= 0,0125

p3 (1 – p3) / (n3 – 1) = 0,50 (1 – 0,50) / (16 - 1) 

= 0,0167

p4 (1 – p4) / (n4 – 1) = 0,13 (1 – 0,13) / (16 – 1) 

= 0,0075

sm = √ 1 (0,0125 + 0,0167 + 0,0075)

sm = 0,19, d. h. 2sm = 0,38

Der Titer der Kontroll-Titration beträgt 

somit 8,88 ± 0,38 log10 TCID50/ml.

Bei analoger Berechnung des Restvi-

rus-Titers des ersten Versuchsansatzes 

ergibt sich für diesen ein Beispielwert von 

3,50 ± 0,32 log10 TCID50/ml.

Der Reduktionsfaktor (RF) berechnet 

sich aus (vgl. Punkt A 6.2):

RFT1 = 8,88–3,50

Der RF des ersten Versuchsansatzes be-

trägt 5,38 log10.

Das 95 %-Konfidenzintervall des RF 

(KRF(T1)) berechnet sich nach (vgl. Punkt 

A 6.2):

KRF(T1) = √ (2 × 0,19)2 + (2 × 0,16)2 = 0,50

Der Reduktionsfaktor des ersten Ver-

suchsansatzes beträgt somit 5,38 ± 0,50 

log10.
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Tabelle 3

Beispielwerte für ein Versuchsergebnis

Verdünnung log10 Anzahl der positiven Kulturen

pro Verdünnung 

pi

1: 10  1 16/16 1,0

1: 100  2 16/16 1,0

1: 1000  3 16/16 1,0

1: 10.000  4 16/16 1,0

1: 100.000  5 16/16 1,0

1: 1.000.000  6 16/16 1,0

1:10.000.000  7 12/16 0,75

1:100.000.000  8  8/16 0,50

1:1.000.000.000  9  2/16 0,13

1:10.000.000.000 10  0/16 0

Ausgangsparameter: 100 μl Inokulum pro Vertiefung, 16 Replikate pro Verdünnungsstufe und eine 
log10-Verdünnungsreihe. Eine ähnliche Genauigkeit wird erreicht bei Verwendung einer 1:3-er Ver-
dünnungsreihe und Testung von 8 Replikaten pro Verdünnung

Unter der Annahme, dass unter analo-

gen Rahmenbedingungen im zweiten 

Versuchsansatz die Titer der Kontroll-

 Titration und der Restvirus-Titration 

8,25 ± 0,22 log10 TCID50/ml und 3,25 ± 0,34 

log10 TCID50/ml betragen, ergibt sich für 

RFT2 einschließlich 95 %-Konfidenzinter-

vall ein Wert von 5,0 ± 0,40.

Der mittlere RF aus beiden Ansätzen 

einschließlich 95 %-Konfidenzintervall 

wird berechnet nach (vgl. Punkt A 6.3): 

RF(mi) = (5,38+5,0)/2 = 5,19

Das 95 %-Konfidenzintervall des mittleren 

RF (KRF(mi)) wird ermittelt nach (vgl. 

Punkt A 6.3): 

KRF(mi) = ½ √ (0,50)2 + (0,40)2 = 0,32

Somit beträgt der Gesamt-RF aus beiden 

Versuchsansätzen (mit 95 %-Konfidenzin-

tervall) bei den gegebenen exemplarischen 

Werten 5,19 ± 0,32 log10. 

Die Einzeltitrationen erfüllen hinsicht-

lich der Genauigkeit die Anforderung der 

Leitlinie, da die 95 %-Konfidenzintervalle 

der errechneten Titer ≤ 0,5 log10 betragen.
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