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1 Einfiithrung

Der Nachweis der Wirksamkeit von Des-
infektionsmitteln ist die grundlegende
Voraussetzung fiir ihre erfolgreiche und
sinnvolle Anwendung. Diesbeziigliche
Anforderungen an das Desinfektions-
mittel leiten sich dabei aus den Eigen-
schaften der zu inaktivierenden Erreger
und den bestimmungsgeméflen Anwen-
dungsbedingungen ab. Gegenwirtig
verwendete Deklarationen wie ,,virusin-
aktivierend®, ,,viruzid“ oder ,,wirksam
gegen“ bestimmte Viren wurden bisher
nicht einheitlich angewendet und inter-
pretiert. Die vorliegende Stellungnahme
gibt das Ergebnis der Diskussion des
Arbeitskreises Viruzidie am RKI sowie
des Fachausschusses ,,Virusdesinfekti-
on“der DVV und der Desinfektionsmit-
telkommission der DGHM wieder. Ziel
dieses Arbeitskreises war es, wissen-
schaftlich begriindete Anforderungen
an die Priifung der Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln gegen Viren und
die entsprechenden Priifmethoden als
Voraussetzung fiir eine sachgerechte
Deklaration zusammenzustellen.

2 Wirkungsspektrum von Desin-
fektionsmitteln gegen Viren

Das Spektrum humanmedizinisch rele-
vanter Viren ist im Anhang dargestellt.
Hinsichtlich der Widerstandsfahigkeit

Priifung und Deklaration der
Wirksamkeit von Desinfektions-
mitteln gegen Viren

Stellungnahme des Arbeitskreises Viruzidie* beim

Robert Koch-Institut (RKI) sowie des Fachausschusses
,Virusdesinfektion” der Deutschen Vereinigung zur Bekimpfung
der Viruskrankheiten (DVV) und der Desinfektionsmittel-
kommission der Deutschen Gesellschaft fiir Hygiene

und Mikrobiologie (DGHM)

gegen Desinfektionsmittel lassen sich
aufgrund der Struktur 2-Gruppen - die
behiillten und die unbehiillten Viren
- unterscheiden [1].

Entsprechend werden die Begriffe

D ,begrenzt viruzid“ als wirksam
gegen behiillte Viren und

D ,viruzid“ als zusitzlich wirksam
gegen unbehiillte Viren

verwendet.

Diese Unterscheidung ist zweck-
méfig, da die ,,viruzide“ Wirksamkeit
schwieriger zu erzielen, jedoch auch
nicht in allen Féllen erforderlich ist. In
Abhingigkeit vom Anwendungsbereich
muss deshalb zunéchst entschieden wer-
den, welches Wirkungsspektrum die
Desinfektionsmafinahmen umfassen sol-
len. Durch dieses abgestufte Vorgehen
soll eine sachgerechte und angemessene
Desinfektion unter Beriicksichtigung
von Umweltbelastung und Vertraglich-
keit erzielt werden.

Unter diesem Gesichtspunkt
kann zukiinftig auch die Deklaration
einer Wirksamkeit gegen ausgewdhlte
unbehiillte Viren, die hdufig umfang-
reiche Ausbriiche verursachen, wie z.B.
Rotaviren [2, 3, 4, 5, 6], insbesondere
bei Hdandedesinfektionsmitteln sinnvoll
sein. Die Deklaration ,begrenzt viru-
zid“ wiirde in diesem Fall mit einem ent-
sprechenden Zusatz versehen werden.
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Ahnliche Uberlegungen kénnten auch
fiir Noroviren (Norwalk-like-Viren)
[7, 8] sinnvoll erscheinen. Nicht zuletzt
wegen der geringen Infektionsdosis
dieser unbehiillten Viren sollten hier
jedoch bis auf weiteres nur ,,viruzide®
Desinfektionsmittel eingesetzt werden.

3 Anwendungsbereiche

Unter praktischen Gesichtspunkten las-
sen sich 3-Anwendungsbereiche unter-
scheiden:

D Fiir die abschlieflende Instrumenten-
desinfektion® gibt die Anlage ,,Anfor-
derungen an die Hygiene bei der Auf-
bereitung von Medizinprodukten®
der Richtlinie fiir Krankenhaushygie-

' Von abschlieBender Instrumentendesinfek-
tion wird gesprochen, wenn der Desinfektion
keine Sterilisation folgt.
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ne und Infektionsprévention [9] vor,
dass hierfiir nur Desinfektionsmittel
mit ,,viruzider Wirksamkeit anzu-
wenden sind.

D Aufgrund der Anforderungen an
die Hautvertréglichkeit stehen fiir
die Hindedesinfektion nur wenige
Wirkstoffe bzw. Préparate zur Ver-
fiigung, die eine ,,viruzide“ Wirk-
samkeit gewdhrleisten. Da in vielen
Bereichen der Schutz vor behiillten
Viren, die durch Blut und Korperfliis-
sigkeiten {ibertragen werden, im Vor-
dergrund steht, erscheint es sinnvoll,
fiir diesen Bereich in der Regel Mittel
mit einer ,,begrenzten viruziden“
Wirksamkeit vorzuhalten.

D Bei gezielten Flachendesinfektions-
mafSnahmen ist die Art des Erregers
in der Mehrzahl der Fille bekannt.
Somit kann das benotigte Wirkungs-
spektrum in Abhingigkeit von dem
zu inaktivierenden Virus ausgewahlt
werden. Bei routinemifligen Flidchen-
desinfektionsmafinahmen sind bei
der Auswahl des Mittels Uberlegun-
gen zum erwarteten und hinsicht-
lich einer Ubertragung relevanten
Erregerspektrum zu beriicksichtigen
[10].

4 Auswahl geeigneter Testviren

Angesichts der Vielzahl bekannter vira-
ler Krankheitserreger (s.-Anhang) bzw.
auch aus methodischen Griinden (z.B.
fehlende Kultivierbarkeit) ist es nicht
moglich, die Wirksamkeit von Desin-
fektionsmitteln gegen alle einzelnen
Viren direkt zu priifen. In Analogie zur
Bakterizidiepriifung erscheint es ange-
messen, reprasentative Testviren mit
charakteristischen Eigenschaften als
Grundlage fiir die Entscheidung iiber
die Wirksamkeit gegen Viren auszu-
wihlen.

4.1 Testviren fiir die Deklaration
Lviruzid”

Die bisher vorliegenden Priifmethoden
(s.-5) verwenden bestimmte Testviren
stellvertretend fiir das bekannte Spekt-
rum der viralen Krankheitserreger.
Im Unterschied zur kiinftigen europii-
schen Norm verlangt die gemeinsame
Priifrichtlinie von DVV und BGA (jetzt
RKI) [11, 12, 13] zusétzlich zur Testung
von Polio- und Adenoviren auch die Prii-
fung von Papova- und Vakziniaviren.

Da sich Papovaviren in einigen
Untersuchungen resistenter als Polio-
und Adenoviren erwiesen haben [1],
kann insbesondere im Hinblick auf
Papillomaviren auf die Testung dieser
Viren nicht verzichtet werden, wenn
eine ,viruzide“ Wirksamkeit dekla-
riert werden soll.

Die von der WHO ergriffenen Maf3-
nahmen zur Eradikation der Poliomye-
litis machen es erforderlich, dass fiir
die Desinfektionsmittelpriifung nur
der Polio-Impfstamm Typ-I, Stamm
LSc-2ab verwendet werden darf [14,
15]. Er erfiillt die Kriterien der WHO
fir die bisherige Polio-Lebendimpf-
stoffherstellung [16]. Diese setzen auch
voraus, dass nicht mehr als 10 Passagen
kultiviert werden und eine exakte Doku-
mentation dazu vorliegt. Der bislang in
Priiflaboratorien verwendete Stamm
gleichen Namens erfiillt diese Kriterien
in der Regel nicht.

In Folge der Eradikationsmafinah-
men wird es weltweit zu einer Einstu-
fung von Polioviren in eine hohere
Risikogruppe (Schutzstufe 3 oder 4
gemif Biostoffverordnung) kommen,
was eine weitere Verwendung als Priif-
virus weitestgehend ausschlieflen wird
und somit die Festlegung eines anderen
geeigneten Virus notwendig macht.

Das Hepatitis-A-Virus (HAV) als
ebenfalls unbehiilltes Virus hat sich in
vergleichenden Untersuchungen mit
Poliovirus zum Teil als resistenter erwie-
sen [17]. Auch aufgrund seiner klini-
schen Relevanzist es geeignet, das Polio-
virus zu ersetzen. Im veterindrmedizi-
nischen Bereich wird zur Priifung der
Wirksamkeit gegen unbehiillte Viren
das ECBO-Virus (Enteric Cytopathoge-
nic Bovine Orphan Virus) verwendet.
Esbietet den Vorteil, nicht humanpatho-
gen zu sein. Weitere Untersuchungen
miissen zeigen, durch welches Testvirus
das Poliovirus nach seiner Eradikation
sinnvoll ersetzt werden kann.

Zusammenfassend ergibt sich,
dass nach dem gegenwirtigen Stand
fiir die Deklaration eines Desinfekti-
onsmittels als ,,viruzid“ Polio- (Polio-
Impfstamm Typ-I, Stamm LSc-2ab)
und Adeno- (Adenovirus Typ-s5,
Stamm Adenoid-75) Viren, Papovavi-
ren [Simianvirus 40 (SV40), Stamm
777] sowie die unter 4.2 angegebenen
Vakziniaviren (Stamm Elstree) als Ver-
treter der behiillten Viren in die Prii-
fung einzubeziehen sind.
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4.2 Testviren fiir die Deklaration
+begrenzt viruzid”

Besonderes Interesse gilt hier den kli-
nisch relevanten durch Blut, Gewebe
und Korperfliissigkeiten tiibertrag-
baren behiillten Viren, wie z.B. dem
Human-Immunodeficiency-Virus
(HIV),Hepatitis-C-Virus (HCV) und
Hepatitis-B-Virus (HBV). Die Dekla-
ration ,,begrenzt viruzid“ erfolgt kiinf-
tig, wie im Folgenden begriindet, auf
der Basis von Priifungen unter Ver-
wendung relevanter Testviren, die den
Riickschluss auf die Wirksamkeit auch
gegen HIV, HCV und HBV zulassen.
Fiir die Deklaration ,,begrenzt viruzid“
stehen gegenwirtig Vakziniavirus und
BVDYV (Bovine Viral Diarrhea Virus)
als Testviren zur Verfiigung.

Das Vakziniavirus [18] wurde
bereits in der BGA/DVV-Richtlinie [11,
12] als Vertreter fiir die behiillten Viren
aufgefiihrt.

HCV ldsst sich nicht in vitro kulti-
vieren. Fiir das in vielen Eigenschaften
vergleichbare BVDV liegen jedoch aus
der Validierung von Inaktivierungsver-
fahren bei der Herstellung von Blut und
Blutprodukten umfangreiche Erfah-
rungen vor, die seine Verwendung als
Testvirus auch fiir die Desinfektions-
mittelpriifung nahe legen [19]. Eine aus-
driickliche Deklaration der Wirkung
gegen HCV allein auf dieser Basis ist
jedoch nicht gerechtfertigt. Auch die
Auslobung der Wirksambkeit gegen HIV
setzt eine Priifung unter Verwendung
von HIV in Zellkulturen voraus, welche
jedoch aufgrund der Geféhrlichkeit des
Virus (Schutzstufe-3) nicht erstrebens-
wert ist.

Eine spezielle Problematik stellen
Aussagen zur HBV-Wirksamkeit dar
[20]. HBV ist fiir die Virusdesinfektion
von besonderer Bedeutung, da bereits
geringste Blutmengen bei hoher Virus-
last zu Infektionen fithren konnen und
der Erreger weit verbreitet ist (weltweit
sind schitzungsweise 350-Millionen
Menschen, d.h. 5-7% der Gesamtbevol-
kerung chronisch infiziert [21]).

Die Bewertung der Wirksamkeit
von Desinfektionsmitteln gegeniiber
HBV war in der vergangenen Zeit auch
unter Experten Anlass fiir kontroverse
Diskussionen beziiglich der Aussage-
kraft der durchgefiihrten Priifverfah-
ren. Unstrittig ist, dass derzeit kein
Zellkultursystem zum empfindlichen



Nachweis von HBV und daher keine
geeignete, validierbare Priifmethode fiir
die Bestimmung der Infektiositdt von
HBYV zur Verfiigung steht. Somit ist die
Bezeichnung ,,wirksam gegen HBV“ auf
der Basis der gegenwirtig verfiigbaren
Tests nicht in jedem Falle valide, da der
Verlust der Infektiositdt nur in begrenz-
tem Umfang in einem biologischen Sys-
tem nachgewiesen wurde.

Bisher wurden 2 Surrogatteste, der
MADT (Morphologic Alteration and Des-
integration Test) [22] und die Reduktion
von HBsAg (Hepatitis surface Antigen)
[23] zur Bestimmung der Wirkung von
Desinfektionsmitteln gegeniiber HBV
durchgefiihrt. Der MADT bestimmt die
morphologische Verdnderung von HBV-
Partikeln im Elektronenmikroskop nach
Desinfektionsmittelbehandlung, wiah-
rend der HBsAg-Reduktions-Test die
Antigenitit von HBsAg nach Desinfekti-
onsmittelbehandlung im kommerziellen
Festphasen-Radio-Immuntest bestimmt.
Der MADT erfordert eine visuelle Beurtei-
lung der Viruspartikel, die nur sehr erfah-
renen Betrachtern moglich und schwierig
zu standardisieren ist. Der HBsAg-Reduk-
tionstest mit kduflichen Testkits arbeitet
mit Antikérpern, deren Epitope von den
Herstellern nicht bekannt gegeben wer-
den und deren Spezifitdt nicht in einem
klaren Zusammenhang zu neutralisieren-
den Epitopen steht.

Der besseren Standardisierbarkeit
dient die Weiterentwicklung der o.a. Sur-
rogatmethoden hinsichtlich molekular-
biologischer Alteration der HBV-DNA
und Desintegration von HBV-Epitopen
[24, 25].

Die neutralisierende Wirkung eini-
ger weniger monoklonaler Antikérper
(z.B. MA18/7) gegen bestimmte Sequen-
zen von HBV ist in Zellkulturversuchen
nachgewiesen worden [25]. Werden die
zugehorigen Epitope dieser Antikorper
durch ein Desinfektionsmittel zerstort, ist
es plausibel anzunehmen, dass auch die
Infektiositdt zerstort ist. In Suspensions-
versuchen mit peressigsdurehaltigen Des-
infektionsmitteln erwies sich das PraSi-
Epitop des Antikorpers MA18/7 als das
resistenteste. Diese Befunde lassen einen
hochempfindlichen HBsAg-Nachweis
mittels des Antikorpers MA18/7 als Vali-
dierungsmethode geeignet erscheinen. Es
ist jedoch wahrscheinlich, dass eine Reihe
wirksamer Desinfektionsmittel aufgrund
ihrer Wirkungsmechanismen dieses Epi-
top nicht zerstort.

Empfehlung

Ahnlich verhilt es sich mit der
HBV-DNA als Zielstruktur fiir die
Validierung von Desinfektions- bzw.
Virusinaktivierungsverfahren. HBV-
DNA kann mittels quantitativer PCR
(bevorzugt Realtime-PCR) hochemp-
findlich nachgewiesen werden. Die Zer-
storung der Primidrstruktur der DNA
bedeutet Zerstérung der Infektiositdt
und zugleich Blockierung der Amplifi-
kation in der PCR [25]. Die Resistenz
der DNA gegen ein Mittel schlieft sei-
ne Wirksamkeit jedoch nicht aus, wie
Vergleiche mit Schimpansenversuchen
zeigten [26, 27].

Fiir die Validierung der HBV-Inak-
tivierung stehen heute jedoch Schimpan-
sen de facto nicht mehr zur Verfiigung.
Auch primére humane Hepatozyten sind
schwierig zu erhalten, wenig suszeptibel
und von wechselnder Qualitidt. Dem
menschlichen HBV &hnlich sind die
Hepadnaviren von Gibbons, Wollaffen
und Woodchucks. Jedoch sind diese Tie-
re schwierig zu halten und die primire
Hepatozytenkulturen daraus dhnlich
problematisch wie die des Menschen.
Eine denkbare Alternative sind primére
Hepatozytenkulturen aus Tupaialeber
(Tupaias - Spitzhérnchen).

Einfacher hingegen ist die Zucht
von Enten. Entenhepatitis-B-Virus
(Duck Hepatitis-B-Virus - DHBV)
gehort wie das HBV des Menschen zur
Familie der Hepadnaviridae. Der Infek-
tiositdtstest mit DHBV ist in den USA
und Australien fiir die Priifung der
HBV-Wirksamkeit von Desinfektions-
mitteln anerkannt [28]. Auch DHBV
lasst sich, dhnlich wie HBV, nur in
einem lebenden Tier bzw. in priméren
Hepatozytenkulturen vermehren.
DHBYV ist gut erforscht und hat den
Vorteil, weder human- noch tierpa-
thogen zu sein und kann somit in der
biologischen Schutzstufe-1 gehandhabt
werden. Zum Nachweis der erfolgten
Infektion der Hepatozyten kann die
Immunfluoreszenz mit einem Anti-

Tabelle-1

DHBV-Serum oder eine geeignete PCR
dienen. Die DVV organisiert gegenwar-
tig Untersuchungen zur Etablierung
entsprechender Priifmethoden.

Als Konsequenz aus der vorstehen-
den Darlegung ergibt sich die Forde-
rung, auf die ausdriickliche Deklaration
»wirksam gegen HBV kiinftig zuguns-
ten der Deklaration ,,begrenzt viruzid“
zu verzichten, bis auf der Grundlage der
hier geschilderten Untersuchungen eine
aussagekriftige Methode zur Priifung
der Wirksamkeit von Desinfektions-
mitteln gegen HBV etabliert ist. Nach
Abschluss dieser Untersuchungen ist
eine Uberarbeitung der Anforderungen
fiir die Deklaration ,,begrenzt viruzid“
vorgesehen.

5 Methoden fiir die Priifung der
Wirksamkeit von Desinfektions-
mitteln gegen Viren

Derzeit liegen die folgenden Priifmetho-
den vor:

1. Richtlinie des Bundesgesundheits-
amtes und der Deutschen Vereinigung
zur Bekdmpfung der Viruskrankheiten
(DVV) zur Priifung von chemischen
Desinfektionsmitteln auf Wirksamkeit
gegen Viren [11] einschlieflich Kom-
mentar [12].

2. Richtlinie des Robert Koch-Insti-
tutes zur Priifung der Viruzidie von
chemischen Flichendesinfektionsmit-
teln und Instrumentendesinfektions-
mitteln, die in die Liste gemaf} § 10c des
Bundes-Seuchengesetzes [ersetzt durch
§-18 Infektionsschutzgesetz (IfSG)] auf-
genommen werden sollen [29].

3. Entwurf der europdischen Norm
DIN EN 14476: Quantitativer Suspen-
sionsversuch auf Viruzidie fiir in der
Humanmedizin verwendete Desinfekti-
onsmittel und Antiseptika, Priifverfah-
ren und Anforderungen (Phase-2/Stu-
fe-1) [30].

4. Richtlinie fiir die Priifung chemi-
scher Desinfektionsmittel der DVG [31].

Testviren fiir die Deklaration,,begrenzt viruzid” bzw.,viruzid”

Testviren fiir die Deklaration, begrenzt viruzid”
BVDV Vakziniavirus (Stamm Elstree)
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Testviren fiir die Deklaration,,viruzid”

Adenovirus (Adenovirus Typ-5, Stamm Adeno-
id-75), Papovavirus [Simianvirus-40 (SV40), Stamm
777], Poliovirus (Polio-Impfstamm Typ-I, Stamm
LSc-2ab), Vakziniavirus (Stamm Elstree)



Die unter 1 und 3 aufgefiithrten
Methoden beruhen auf quantitativen
Suspensionstests, die die praktischen
Anwendungsbedingungen des Desin-
fektionsmittels nicht oder nur parti-
ell beriicksichtigen. Die Aussagekraft
derartiger Untersuchungen ist ent-
sprechend eingeschrinkt. Praxisnahe
Untersuchungen beinhalten dagegen
die Methoden des RKI und der DVG.
Bei der RKI-Methode werden die Test-
viren in gerinnendem Blut eingebettet.
Als Testobjekt dienen Mattglasstreifen.
Die Methode der DVG gliedert sich wie
die RKI-Methode in 2-Stufen - die Vor-
und die Hauptpriifung. Die Vorpriifung
besteht aus einem quantitativen Suspen-
sionsversuch mit und ohne Eiweifibelas-
tung. Fiir die Hauptpriifung werden
Keimtréger aus Mull und Holz mit der
Virussuspension kontaminiert.

Die Richtlinien 1 und 2 stellen seit
ihrem jeweiligen Erscheinen die Vor-
aussetzung fiir die Eintragung des Wir-
kungsbereiches B in die Desinfektions-
mittel-Liste des RKI (anzuwenden fiir
behordlich angeordnete Desinfektions-
mafinahmen) dar. Die Richtlinie 4 ist
die Grundlage fiir die Aufnahme in die
Liste der DVG.

Die Europdische Norm ist im
Bereich der Viruzidietestungen noch
liickenhaft, sodass der hier publizierte
Vorschlag geeignet ist, Impulse auch fiir
die Europdische Viruzidienormung zu
geben.

6 Schlussfolgerungen

Die Priifung der Wirksamkeit von fiir
den humanmedizinischen Bereich vor-
gesehenen Desinfektionsmitteln ist wei-
terhin gemif3 der gemeinsamen Richtli-
nie des BGA (jetzt RKI) und der DVV
[11, 12, 13] zu priifen.

Die Tabelle 1 enthilt die fiir die
jeweilige Deklaration zu verwendenden
Testviren.
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Empfehlung

Anhang: Ubersicht iiber humanmedizinisch bedeutsame und bei DesinfektionsmaBBnahmen potenziell
zu beriicksichtigende Viren

Virus Be- Unbe- Hautiibertragungsweg
hiillt  hiillt
Kontakt Tropfchen Blut Bemerkung Impfung
Adenoviridae + + + +
Astroviridae + +
Caliciviridae
e Norovirus + + +
e Sapovirus + +
o Hepatitis-E-Viren (HEV) + +
Coronaviridae + + +
(einschlieBlich SARS-assozierte Coronaviren)
Flaviviridae
o Hepatitis-C-Viren (HCV) + +2 +
o Gelbfiebervirus + Méglichk. der nosokom. Ubertrag. unbek. +
Hepadnaviridae
o Hepatitis-B-Viren (HBV) + +2 + +
Herpesviridae
o Herpes-simplex-Virus (HSV-1,2) + +
o Varicella-Zoster-Virus (VZV) + + + +
o (Cytomegalievirus (CVM) + + +
o Epstein-Barr-Virus (EBV) + + +
o Humanes Herpesvirus-6, 7 (HHV-6,7) + +
o Humanes Herpesvirus-8 (HHV-8) + +
Orthomyxoviridae
¢ Influenzavirus (A+B) + + + +
Papovaviridae
e Polyomavirus (SV40) + ar
e Papillomavirus (Warzenvirus) + +
Paramyxoviridae
o Masernvirus + + + +
e Mumpsvirus + + + +
e Parainfluenzavirus + + +
e Respiratory Syncytial Virus (RSV) + + +
Parvoviridae
e Parvovirus B-19 + + + +
Picornaviridae
o Hepatitis-A-Viren (HAV) + + +
e Poliovirus + + + +
o Coxsackievirus + + +
e ECHO-Virus + + +
e Rhinovirus + + +
Poxviridae
e Molluscum contagiosum + +
Reoviridae
¢ Rotavirus + +
Retroviridae
¢ Humanes Immundefizienzvirus (HIV) + +2 +
o Humanes T-Zell-Leukamievirus (HTLV) + +2 +
Rhabdoviridae
o Tollwutvirus + Selten von Mensch zu Mensch +
Togaviridae
e Rotelnvirus + + +
Geringes, eingeschranktes bzw. unbekanntes Risiko
der nosokomialen Ubertragung
o Virale Erreger des hamorrhagischen Fiebers, + Hauptiibertragungsweg unbekannt
z.-B.Marburg-, Ebola-, Lassafieber, Hantavirus
e Friilhsommer-Meningoenzephalitis- + Méglichkeit der nosokomialen Ubertragung
(FSME-)Virus z.T.belegt
o Hepatitis-D-Viren (HDV) + + +  Ubertragungen nur mit HBV beschrieben
Sexualkontakt
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