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Zusammenfassung
Einleitung: Fiir die Wirksamkeitsbeur-
teilung chemischer Desinfektionsver-
fahren sind prézise und reproduzier-
bare Testverfahren unerldsslich. Die
Kommission fiir Krankenhaushygiene
und Infektionsprévention beim Robert
Koch-Institut (KRINKO) empfiehlt fiir
die Beurteilung der sicheren Wirksam-

Schliisselwérter

= Desinfektionsmittelpriifung
= ANOVA

= Ringversuch

= Prifbericht

= Wirksamkeit

keit eines Desinfektionsverfahrens fiir
infektionssensible Bereiche zwei Priif-
berichte aus voneinander unabhéngi-
gen akkreditierten Laboren sowie die
zugehorigen Gutachten. In der vorlie-
genden Studie wird die statistische Re-
levanz dieser Anforderungen, die auch
vom Verbund fiir Angewandte Hygiene
(VAH) an die Zertifizierung von Desin-
fektionsmitteln gestellt wird, durch die
umfassende Auswertung eines Ringver-
suches untersucht.

Material und Methoden: Die Un-
tersuchung basiert auf Daten des
VAH-Ringversuchs 2023-01 zur Bewer-
tung der bakteriziden Wirksamkeit von
Glutaraldehyd gegen Staphylococcus
aureus mit dem quantitativen Suspen-
sionsversuch nach DIN EN 13727:2015.
Die umfassende statistische Analyse,
einschlieBlich einer einfaktoriellen Va-
rianzanalyse (ANOVA) und Simulati-
onen zielte darauf ab, die Variabilitét
und Konsistenz der Testergebnisse iiber
verschiedene Labore hinweg zu ermit-
teln.
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Ergebnisse: Die Ergebnisse zeigen signi-
fikante intralaboratorielle und auch in-
terlaboratorielle Schwankungen. Die Si-
mulationsstudie bestétigt, dass die Ein-
bindung der Ergebnisse eines zweiten
Labors die Genauigkeit der Ergebnisbe-
wertung verbessert und das Risiko einer
Fehleinschidtzung erheblich reduziert.
Dieser Effekt ist vor allem in der Simula-
tion im sogenannten ,intermedidr wirk-
samen“ Bereich sichtbar: Zieht man nur
die Entscheidung eines Labors heran,
so wird das Produkt in 32,3% der Falle
als wirksam deklariert. Zieht man ein
zweites Labor heran, dann betrédgt diese
Wabhrscheinlichkeit nur noch 10,3%. Das
daraus resultierende Odds-Ratio (OR)
liegt bei 0,24. Somit wird die Wahr-
scheinlichkeit, das Produkt als wirksam
zu deklarieren um 76% gesenkt.

Schlussfolgerungen: Die Ergebnis-
se stirken die Forderung nach zwei un-
abhangigen Priifberichten fiir die Be-
urteilung der Wirksamkeit eines Des-
infektionsverfahren und bestitigen die
zentrale Rolle von Ringversuchen fiir
die Qualitétssicherung im Bereich der
Desinfektionsmittelpriifung. Eine hohe
Varianz zwischen den Laboratorien
zeigte sich insbesondere im intermedi-
dren Wirkbereich. Die statistische Ana-
lyse weiterer Ringversuche im Hinblick
auf die Signifikanz der Einbeziehung
von Ergebnissen aus einem zweiten
Priiflabor sollte zur Bestédtigung dieser
Aussagen folgen.

Abstract
Requirements for the precision and
reproducibility of test methods in the
efficacy assessment of chemical disin-
fection processes
Introduction: Assessing the efficacy of
chemical disinfectants requires precise
and reproducible test procedures. The



German Commission on Hospital Hy-
giene and Infection Prevention at the
Robert Koch Institute recommends two
test reports from independent accredit-
ed laboratories with the associated ex-
pert reports for assured effectiveness of
disinfectants used in areas which har-
bor a special risk for infections (“infec-
tion-sensitive areas”). In this paper, the
statistical relevance of these require-
ments which are also stipulated by the
Association for Applied Hygiene (VAH)
for certification of disinfectants, is as-
sessed by a comprehensive analysis of
a ring trial.

Material and methods: The study
is based on data from the ring trial
2023-01 to evaluate the bactericidal
efficacy of glutaraldehyde against Sta-
phylococcus aureus using the quantita-
tive suspension test according to DIN
EN 13727:2015. The comprehensive
statistical analysis, including a one-way
analysis of variance (ANOVA) and sim-
ulations, aimed to determine the varia-
bility and consistency of the test results
across different laboratories.

Results: The results show signifi-
cant intra-laboratory and inter-laborato-
ry variations. The simulation study con-
firms that including the results from a
second laboratory improves the accura-
cy of the result assessment and signifi-
cantly reduces the risk of misjudgement.
This effect is particularly visible in the
simulation of the so-called “intermedi-
ary effective” range: if the decision of
only one laboratory is applied, the prod-
uct is declared effective in 32.3% of cas-
es. If a second laboratory is consulted,
this probability is only 10.3%. The re-
sulting odds ratio (OR) is 0.24. Thus,
the probability of declaring the product
as effective is reduced by 76%.

Conclusions: The results strength-
en the requirement for two independ-
ent test reports to assess the efficacy of
a disinfection procedure and confirm
the critical role of ring trials for quality
assurance in disinfectant testing. A high
variance between the laboratories was
particularly evident in the intermediate
efficacy range. The statistical analysis
of further ring trials with regard to the
significance of including results from a
second test laboratory should follow to
confirm these findings.

Keywords: Disinfectant testing,
ANOVA, ring trial, test report,
efficacy

Einleitung

Der Verbund fiir Angewandte Hygi-
ene (VAH) fordert bei der Wirksam-
keitsbeurteilung eines Desinfektions-
verfahrens die Vorlage von zwei Priif-
berichten aus zwei unabhéngigen
akkreditierten Priiflaboratorien. Des-
infektionsmitteltests sind mikrobiolo-
gische Tests, die grundsétzlich einer
gewissen biologischen statistischen
Streuung unterliegen. Um das Mal}
solcher Abweichungen prézise bestim-
men zu kénnen, werden seit mehr als
15 Jahren VAH-Ringversuche mit ei-
ner groBen Zahl erfahrener Labora-
torien unter gleichen Priifvorgaben
durchgefiihrt und die Ergebnisberich-
te verodffentlicht. Auf européischer
Ebene wurde dies z.B. fiir die man-
datierten Normen EN 13727 [1], EN
13624 [2] und die EN 14348 [3] unter
dem Dach des CEN TC 216 — dem Tech-
nischen Komitee fiir chemische Des-
infektionsmittel und Antiseptika des
Europidischen Komitees fiir Normung
— durchgefiihrt.

In der EN 14885 [4], der Norm, die
die Anwendung und Interpretation der
Normen im CEN TC 216 abdeckt, heilst
es unter 5 a) und b), Prézision der Priif-
verfahren (Wiederholungen), dass die
Priifverfahren in Ringversuchen {iber-
priift wurden und die Prézision bzw.
die jeweils festgelegten Bestehensgren-
zen eine Bewertung des Produktes er-
moglichen, ohne eine Bewertung der
Ungenauigkeit der jeweiligen Testung
durchfiihren zu miissen.

Dennoch werden zur Erfiillung der
,bestmoglichen Praxis“ folgende Mal3-
nahmen zur Verbesserung der Prazision
empfohlen:

Vorhaltung eines Qualitétssiche-

rungssystems (z.B. EN ISO/IEC

17025) und regelmiRige Teilnahme

an Ringversuchen durch die Priifla-

boratorien

Wiederholung der Tests im jeweili-

gen Priiflabor

Einbeziehung von internen Stan-

dards - also laborinternen Stan-

dards mit Referenzsubstanzen

Durchfiihrung der Priifung in ei-

nem zweiten und/oder dritten La-

bor

In der EN 13727 [1] wird unter An-
hang E (informativ) zur Prézision der
Priifergebnisse nach Auswertung eines
Ringversuches im Zeitraum von 2000
bis 2002 mit zehn Laboratorien festge-

© mhp Verlag GmbH 2024

N CIENE
g MEDIZIN

stellt, dass im giinstigsten Fall vier Wie-
derholungen und im ungiinstigsten Fall
sechs oder mehr Wiederholungen in ei-
nem Labor erforderlich sind, um eine
Prazision der Reduktion von *1 lg zu
erreichen.

In der EN 13624 [2] heilst es im
Anhang E (informativ) zur Prazision
der Priifergebnisse, dass nach Aus-
wertung des Ringversuches im Zeit-
raum von 2001 bis 2003 mit 8 La-
boratorien mit dem Priiforganismus
Aspergillus brasiliensis, dem Wirkstoff
Glutaraldehyd bei einer Einwirkzeit
von 15 min, im giinstigsten Fall vier
Wiederholungen und im ungiinstigs-
ten Fall fiinf oder mehr Wiederholun-
gen in einem Labor erforderlich sind,
um eine Prédzision der Reduktion von
+1 Ig zu erreichen.

In den Normen EN 14348, EN 14561,
EN 14562 und EN 14563 [3, 5-7], die
auch im Rahmen dieser Ringversuche
fir harmonisierte Normen untersucht
wurden, finden sich keine Angaben zur
Prézision in den jeweiligen Anhéngen.

Es bleibt festzuhalten, dass in den
einzigen beiden statistischen Auswer-
tungen, die sich in den EN-Normen fin-
den, die Berechnungen belegen, dass
im besten Fall eine 4-malige Wieder-
holung der Priifung in einem Priiflabor
erforderlich ist, um eine Prézision des
Ergebnisses mit einer Standardabwei-
chung von =1 lg zu generieren.

Der VAH hat sich zur Absicherung
der Priifergebnisse fiir die Reproduk-
tion der Versuche im Labor selbst auf
die praxisnahen Testverfahren — im
europdischen Kontext als Phase-2-Stu-
fe-2-Tests beschrieben - beschrinkt,
da diese Versuche praxisndhere Bedin-
gungen als die Phase-2-Stufe-1-Tests
abbilden.

Der VAH hat sich fiir die in der EN
14885 unter 5 a) und 5 b) vorgeschla-
genen Malnahmen (siehe Auflistung
oben) zur Absicherung des Ergebnis-
ses entschieden. Der VAH fordert folg-
lich Priifergebnisse der Phase 2 Stufe-1
und Phase 2 Stufe-2 (mit Reproduktio-
nen der Phase 2-Stufe-2-Tests) von ak-
kreditierten Laboratorien (z.B. gemaf
DAKKkS), die sich regelmiflig an Ring-
versuchen beteiligen und die Reproduk-
tion der Priifergebnisse in einem wei-
teren unabhédngigen und akkreditier-
ten Priiflabor. Die Akkreditierung, z.B.
nach z.B. EN ISO/IEC 17025, garantiert
eine vom Auftraggeber unabhingige
Priifung.
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Diese Forderung nach zwei unabhén-
gigen Priifberichten von akkreditierten
Laboratorien wird im Rahmen der Be-
wertung von Bioziden von der ECHA
nicht umgesetzt (Guidance on the BPR:
Volume II Parts B+C — Version 6,0 Au-
gust 2023) [8]. Im Rahmen des Bewer-
tungsverfahrens durch die ECHA wird
die Wirksamkeit in der Regel auf Grund-
lage eingereichter Priifberichte aus
einem Labor vorgenommen. Eine Ak-
kreditierung des jeweiligen Priiflabors
wird unter Punkt 3.1.1. nicht gefordert,
es reicht eine Bescheinigung, dass ein
Qualitditsmanagementsystem installiert
ist. Auch wird eine Unabhéngigkeit des
Priiflabors vom Hersteller des Desin-
fektionsmittels nicht vorgeschrieben.
Theoretisch kann also der Antragsteller
sein eigenes Produkt priifen und diese
Resultate fiir das Bewertungsverfahren
einreichen. Auf eine Reproduktion der
Testergebnisse im jeweiligen Priiflabor
wird zwar unter 5.4.0.4.3 Data require-
ments — Repetitions hingewiesen, aber
nicht explizit gefordert.

In dieser Arbeit soll anhand eines
aktuellen Ringversuchs exemplarisch
dargelegt werden, dass die Forderung
nach zwei Priifberichten zur Absiche-
rung der Wirksamkeit eines chemi-
schen Desinfektionsverfahrens statis-
tisch zu begriinden ist.

Material und Methoden

Datensataz:

Im VAH-Ringversuch 2023-01 wurde die
bakterizide Wirksamkeit des Testpro-
dukts A mit dem quantitativen Suspensi-
onsversuch gegen Staphylococcus aureus
nach DIN EN 13727:2015 zur Beurtei-
lung der Laborleistung gepriift [9]. Das
Priifprodukt wurde aus einer einzelnen
Charge fiir alle Teilnehmer im Mai 2023
vom VAH zur Verfiigung gestellt. Ziel des
Versuchs war es, die Reduktion fiir das
Testprodukt A (Sigma-Aldrich Glutaral-
dehyd (GA) 50 Gew.-% waissrige Losung
mit Ref. 340855, CAS-Nummer 111-30-8,
DMT 2023-016) bei drei verschiedenen
Glutaraldehydkonzentrationen — 0,10% /
0,05% / 0,01% — 5 min — unter den vor-
gegebenen Testbedingungen zu ermit-
teln. Die laboriibergreifende Reprodu-
zierbarkeit des EN 13727-Testprotokolls
und die laboriibergreifende Reproduzier-
barkeit der ermittelten bakteriziden Ak-
tivitdit wurden tiiberpriift. Basierend auf
Vorversuchen des VAH-Referenzlabors
sollte eine ,,unwirksame“ Konzentration
(0,01% — 5 min), eine Konzentration im
sog. nintermedidren“ Bereich (0,05% -
5 min), der an der Wirksamkeitsgrenze
liegt, und eine Konzentration in einem
,wirksamen“ Bereich (0,1% — 5 min) ge-
funden werden. Insgesamt haben sich 31
Laboratorien, von denen drei nicht ak-
kreditiert waren, beteiligt.

Quantitativer Suspensionsversuch (EN 13727:2015)
Reduktion von Staphylococcus aureus - geringe Belastung

Methoden:

Um zu priifen, ob das Labor einen signifi-
kanten Einfluss auf die Reduktionen hat,
wurde eine einfaktorielle Varianzanaly-
se (ANOVA) durchgefiihrt. Hier werden
die Labormittelwerte untereinander ver-
glichen und mit dem F-Test (a=5%) auf
signifikante Unterschiede gepriift. Der
Test wird als signifikant bewertet, wenn
mindestens zwei Labore einen signifi-
kanten Unterschied aufweisen.

Danach wurde der Anteil der Labore
mit einer Aussage wirksam (lg-R >5)
und nicht wirksam (Ig-R <5) ermittelt.
Es wurden anschlief3end alle Aussagen
der Labore paarweise miteinander ver-
glichen und notiert, ob zwei Labore die
gleiche Aussage treffen oder nicht.

Mit Hilfe der paarweisen Vergleiche
erhédlt man einen binomialverteilten
Datensatz, der eine ,,1“ enthilt, wenn
die Labore zu einem ungleichen Ergeb-
nis kommen und eine ,0“ bei einem
gleichen Ergebnis.

Um die Verdnderung der Aussage
bei Hinzunahme eines zweiten Labors
zu analysieren, wurde die folgende Si-
mulation 10.000-mal durchgefiihrt:

1. Wiahle zuféllig ein Labor und notie-
re die Aussage
2. Wahle zuféllig ein zweites Labor

und vergleiche die Aussage mit 1.

3. Unter 1. wird die Entscheidung des

Labors (wirksam oder unwirksam)

notiert und unter 2. wird nur wirk-

Produkt Glutaraldehyd

Konzentration / Zeitrelation 0,01%-5 min 0,05% -5 min 0,1%-5 min
Anzahl Teilnehmer 28 31 28

Anzahl fiir Teilnehmer mit quantitativen Werten 28 31 28

Mean Ig Reduktion + 95% CI* 042 +0,15 4,27 +0,32 5,31 + 0,09
Reproducibility SD 042 093 0,26
Repeatability SD 013 0,34 011

*Cl: Konfidenzintervall; Repeatability SD: Standardabweichung der Wiederholbarkeit; Reproducibility SD: Standardabwei-

chung der Reproduzierbarkeit
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sam notiert, wenn beide Labore die
Entscheidung haben, dass das Pro-
dukt wirksam ist. Sonst wird es als
unwirksam deklariert.

4. Fiige die Entscheidung nach folgen-
dem Muster in die Vierfeldertafel ein:

Entschei- beide ein
dung Labore Labor
wirksam A b
unwirksam C d

Nachdem die Simulation durchgefiihrt
wurde, erhédlt man eine Vierfeldertafel
mit N=10.000 Eintragen. Fiir diese Vier-
feldertafel wird dann ein Odds Ratio
(OR) berechnet. Dieses liefert die Aus-
sage, wie sich das Chancenverhiltnis,
ein wirksames Ergebnis zu erhalten bei
Hinzunahme eines weiteren Labors ver-
dndert. Anschliefend wird die Signifi-
kanz des OR mit einem statistischen Test
(a=5%), der aufgrund der hohen Simula-
tionsdurchliufe nahezu immer zu einem
signifikanten Ergebnis fithrt, gepriift.

Ergebnisse

ANOVA

Die der ANOVA zugrundeliegenden
Daten basieren auf dem VAH-Ringver-
such 2023-01 [9]. In Tabelle 1 werden
die Ergebnisse zusammengefasst. Im
VAH-Ringversuch 2023-01 wurde die
bakterizide Wirksamkeit des Testpro-
duktes Glutaraldehyd (GA) 50 Gew.-%
wissrige Losung mit dem quantitativen
Suspensionsversuch gegen Staphylococ-
cus aureus nach DIN EN 13727:2015 zur
Bewertung der Laborleistung gepriift.
Ziel des Versuchs war es, die Reduktion
fiir das Testprodukt bei drei verschie-
denen Testproduktkonzentrationen -
0,10% / 0,05% / 0,01% — 5 min - un-
ter den vorgegebenen Testbedingungen
zu ermitteln und unterschiedliche oder
falsche Berechnungen zu identifizieren.
Fiir drei der 31 Laboratorien ist auf-
grund falscher Vorverdiinnungen nur
der 0,05%-Wert in die Auswertung ein-
bezogen worden.

Aus der Analyse der Reduktionen
fiir die verschiedenen Konzentrationen
aus den nachfolgenden Abbildungen 1,
2 und 3 kann der Einfluss des Labors
auf die Reduktionen in allen drei Wirk-
samkeitsbereichen (unwirksam, inter-
medidr wirksam und wirksam) als si-
gnifikant bezeichnet werden (p-Werte
alle <0,001) [9].

lg-Reduction [Ig R]

Statistical method: Q/Hampel
Number of laboratories in calculation: 28

Mean + UﬁMean):
Measurand: IgR

0,42
Repeatability s.d.: 0,13
Reproducibility s.d.: 0,42

Ig-Reduction [Ig R]
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Abb. 1: Reduktion von Staphylococcus aureus nach EN 13727:2015 [Glutaral-
dehyd; 0,01% - 5 min] sortiert nach Labormittelwerten [9].

Statistical method: Q/Hampel Mean + U(Mean): 4,27 £ 0,32
Number of laboratories in calculation: 31 Repeatability s.d.: 0,34
Measurand: Ig Reproducibility s.d.: 0,93
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Abb. 2: Reduktion von Staphylococcus aureus nach EN 13727:2015 [Glutaral-
dehyd; 0,05% - 5 min] sortiert nach Labormittelwerten [9].

Statistical method: Q/Hampel
Number of laboratories in calculation: 28
Measurand: IgR

Mean + U(Mean):
Repeatability s.d.:

5,31+0,09
0,11
Reproducibility s.d.: 0,26
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Abb. 3: Reduktion von Staphylococcus aureus nach EN 13727:2015 [Glutaral-
dehyd; 0,1% - 5 min] sortiert nach Labormittelwerten [9]
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Simulation

Simulation ,unwirksamer” Bereich - Glutaral-
dehyd 0,01% -5 min

Der Anteil der Labore des VAH-Ringver-
such 2023-01 mit einer Entscheidung
,wirksam“ (Ig-R =5) liegt bei 0% und
der Anteil der Labore mit einer Ent-
scheidung ,nicht wirksam“ (Ig-R <5)
liegt bei 100%. Auf eine Simulation
wurde hier verzichtet, da zu 100% die
Entscheidung ,unwirksam“ getroffen
wird.

Simulation ,intermediar wirksamer” Bereich -
Glutaraldehyd 0,05% -5 min

Es gab 10/31 (32,3%) Labore im
VAH-Ringversuch 2023-01, die das Pro-
dukt als wirksam eingestuft haben und
21/31 (67,7%) Labore, die das Produkt
als nicht wirksam deklarierten. Durch
die Anzahl der Labore ergibt sich eine
Anzahl an paarweisen Vergleichen von
465. Davon kommen 45,2% (210) zu
einem ungleichen und 54,8% (255) zu
einem gleichen Ergebnis.

Tabelle 2 zeigt die Vierfeldtertafel,
die sich aus der Simulation fiir den
ointermedidr wirksamen“ Bereich er-
gibt.

Zieht man nur die Entscheidung ei-
nes Labors heran, so wird das Produkt
in 32,3% der Fille als wirksam dekla-
riert. Zieht man ein zweites Labor her-
an, dann betragt diese Wahrscheinlich-
keit nur noch 10,3%. Das daraus resul-
tierende Odds-Ratio (OR) liegt bei 0,24.
Somit wird die Chance, das Produkt als
wirksam zu deklarieren, um 76% ge-
senkt, wenn man die Entscheidung ei-
nes zweiten Labors als Bewertung he-
ranzieht.

Entscheidung
1026
8974

wirksam

unwirksam

Entscheidung
7277
2723

wirksam

unwirksam
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beide Labore

beide Labore

Simulation ,wirksamer” Bereich - Glutaral-
dehyd 0,1%-5 min

Es gab 24/28 (85,7%) Labore im
VAH-Ringversuch 2023-01, die das Pro-
dukt als wirksam eingestuft haben und
4/28 (14,3%) Labore, die das Produkt
als nicht wirksam deklarierten. Durch
die Anzahl der Labore ergibt sich eine
Anzahl an paarweisen Vergleichen von
378. Davon kommen 96 (26,4%) zu ei-
nem ungleichen und 282 (74,6%) zu ei-
nem gleichen Ergebnis.

Aus der Simulation fiir den ,wirksa-
men“ Bereich ergibt sich die Vierfelder-
tafel in Tabelle 3.

Im wirksamen Bereich wird die Ent-
scheidung ,wirksam® bei einem Labor
in 85,8% der Félle getroffen. Durch die
Hinzunahme eines zweiten Labors wird
dieser Anteil auf 72,7% reduziert. Dies
entspricht einem OR von 0,44, was ei-
ner Reduktion der Chance, ein Produkt
als wirksam einzustufen, um 56% ent-
spricht.

Diskussion
Die Prézision und Reproduzierbarkeit
von Testverfahren bei der Beurteilung
der Wirksamkeit chemischer Desinfek-
tionsmittel sind von entscheidender Be-
deutung, insbesondere vor dem Hin-
tergrund der Biozidgesetzgebung, die
niedrige Wirkstoffkonzentrationen zur
Minimierung von Risiken fiir Anwen-
der und Umwelt fordert. Die Biozidge-
setzgebung der Europdischen Union
(EU) stellt spezifische Anforderungen
an die Sicherheit und Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln, um sowohl den
Anwenderschutz als auch den Umwelt-
schutz zu gewéhrleisten (Europdische
Kommission, Biozidverordnung (EU)

ein Labor
3232
6768

ein Labor
8583
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Nr. 528/2012) [10]. Die Forderung nach
minimalen Wirkstoffkonzentrationen
resultiert aus dem Bestreben, die Ex-
position gegeniiber potenziell schadli-
chen Chemikalien fiir den Anwender
zu reduzieren. In diesem Kontext ent-
wickelte Produkte befinden sich oft in
einem Wirksamkeitsbereich, der nahe
der kritischen Grenze zwischen eindeu-
tiger Wirksamkeit und Unwirksamkeit
liegt — in dieser Studie auch als interme-
didrer Bereich bezeichnet —, was eine
préazise und zuverldssige Bewertung er-
schwert. Die Anforderungen des VAH
stellen mit den geforderten zwei Priif-
berichten aus unabhéngigen, akkredi-
tierten Priiflaboratorien und der Forde-
rung nach Reproduktion der Ergebnisse
der praxisnahen Priifungen eine Mog-
lichkeit dar, den Einfluss der inhéiren-
ten statistischen Variabilitdt mikrobio-
logischer Tests zwischen verschiedenen
Laboratorien bei der Beurteilung der
Wirksamkeit eines Desinfektionsmittels
zu reduzieren.

Die Anforderungen der Deutschen
Veterindrmedizinischen  Gesellschaft
(DVG) &hneln denen des VAH, indem
sie eine Bestédtigung der listungsrele-
vanten Ergebnisse eines vorgelegten
Gutachtens durch eine begrenzte, re-
prasentative zweite Untersuchung (Eck-
wertpriifung) fordern. Der Umfang die-
ser Priifung wird vom Ausschuss Desin-
fektion entsprechend den Ergebnissen
des vorgelegten Gutachtens festgelegt
[11]. Auch im Rahmen der OECD (Or-
ganisation fiir wirtschaftliche Zusam-
menarbeit und Entwicklung)-Methode
zur Flachendesinfektion werden drei
unabhingige Priifdurchginge in ein bis
drei verschiedenen Priiflaboratorien ge-
fordert [12]. Weitere Behorden, wie die
United States Environmental Protecti-
on Agency (EPA) und die US Food and
Drug Administration (FDA), fordern
ebenfalls die Priifung von drei Chargen
der Priifprodukte in drei unabhéngigen
Versuchen [13]. Diese Anforderungen
spiegeln die allgemeine Tendenz wider,
die Notwendigkeit einer soliden und re-
produzierbaren Datenbasis fiir die Be-
urteilung der Wirksamkeit von Desin-
fektionsmitteln zu betonen, um die 6f-
fentliche Gesundheit und Sicherheit zu
gewdhrleisten.

Die Europdische Chemikalienagen-
tur (ECHA) scheint in dieser Hinsicht
eine Ausnahme darzustellen, da sie fiir
die Wirksamkeitsbeurteilung von Des-
infektionsmitteln einen einzigen Priif-



durchgang als ausreichend ansieht [8].
Die Komplexitdt der Testverfahren
und die Notwendigkeit der Einhaltung
strikter Standards, wie sie z.B. in den
Normen vorgegeben sind, werden
durch die Ergebnisse dieser Arbeit her-
vorgehoben. Aber selbst unter Einhal-
tung europdischer Normen und Richt-
linien zeigen unsere Analysen, dass
signifikante Unterschiede in den Ergeb-
nissen verschiedener Labore auftreten
konnen. Die Analyse der Ergebnisse aus
dem VAH-Ringversuch 2023-01, spezi-
ell die ANOVA und Simulationen, lie-
fern fundierte Erkenntnisse.

Im Rahmen der durchgefiihrten Va-
rianzanalyse (ANOVA) wurde eine si-
gnifikante  Variabilitat/Heterogenitat
in den Reduktionsraten von Staphylo-
coccus aureus mit Glutaraldehyd {iber
die verschiedenen Labore hinweg fest-
gestellt, was die Komplexitdt und die
Herausforderung einer konsistenten
Wirksamkeitsbeurteilung chemischer
Desinfektionsmittel unterstreicht. Zur
Quantifizierung der statistischen Si-
gnifikanz und der Zuverléssigkeit der
ermittelten Odds Ratios wurden Kon-
fidenzintervalle berechnet. Insbesonde-
re im Grenzbereich zwischen Wirksam-
keit und Unwirksamkeit bzw. im sog.
intermedidren Bereich hat die festge-
stellte Variabilitdt direkte und folgen-
reiche Auswirkungen auf die Zuverlas-
sigkeit der Produktbewertungen. Die
Simulationsergebnisse zeigen, dass im
intermedidren Wirkbereich die Einbin-
dung eines zweiten unabhéngigen La-
bors nicht nur eine breitere Datenba-
sis fiir die Entscheidungsfindung bietet,
sondern auch die Wahrscheinlichkeit
einer Fehlklassifikation eines unwirk-
samen Produktes als wirksam deutlich
reduziert. In der durchgefithrten Ana-
lyse betrug diese Reduktion des Fehl-
klassifikationsrisikos bis zu 76%. Dies
zeigt, dass die Zweitmeinungsstrategie
ein moglicher Weg ist, die Genauigkeit
und Zuverldssigkeit der Wirksamkeits-
bewertung auch bei eindeutig positiven
Ergebnissen zu verbessern. Der positi-
ve Effekt der Zweitmeinung beschrankt
sich somit nicht ausschlie8lich auf den
intermedidren Wirksamkeitsbereich.

In einer rechtlichen Bewertung der
,Stellungnahme der Kommission fiir
Krankenhaushygiene und Infektions-
pravention (KRINKO) zu Anforderun-
gen an Desinfektionsmittel fiir den Ein-
satz in infektionssensiblen Bereichen“
[14] von Kriiger und Heidorn werden

Fragen beziiglich des aktuellen Stands
der Wissenschaft aufgeworfen [15]. Die
Autoren argumentieren, dass der wis-
senschaftliche Beleg fiir die Forderung
nach zwei unabhingigen Priifberich-
ten zur Bestdtigung der Wirksamkeit
von Oberflichendesinfektionsmitteln
im Gesundheitswesen fehle. Die Unter-
suchungen dieser Arbeit liefern jedoch
substantielle Belege, die diese Forde-
rung der KRINKO stédrken, indem sie
die signifikante Variabilitat der Tester-
gebnisse zwischen verschiedenen Labo-
ren aufzeigen und somit die Notwen-
digkeit flir zwei unabhéngige Bewer-
tungen unterstreichen.

Diese Forderung wird
durch die Untersuchung von Hilgren
et al. (2022) [16] weiter gestarkt, de-
ren Fokus auf der Reproduzierbarkeit
und Prézision von mikrobiologischen
Tests zur Bewertung der Wirksamkeit
von Desinfektionsmitteln liegt. Sie be-
leuchtet spezifisch die Problematik der
Reproduzierbarkeit und Variabilitat der
Testergebnisse bei der Anwendung ei-
nes ASTM-Standardverfahrens, das zur
Ubernahme als OECD-Verfahren vorge-
schlagen wurde. Trotz der Anwendung
standardisierter Testbedingungen wur-
de eine inakzeptable Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse zwischen den betei-
ligten Laboren festgestellt.

Die interlaboratorischen  Studi-
en von Parker et al. (2014) sowie von
Allkja et al. (2021), an denen acht bzw.
fiinf Labore teilgenommen haben, dien-
ten dazu, die Reproduzierbarkeit der
MBEC (Minimum Biofilm Eradication
Concentration)-Methode zu iiberpriifen
und mit weiteren Methoden der Bio-
film-Quantifizierung zu vergleichen.
Diese Arbeiten zeigen nicht eindeutig,
dass fiir eine robuste Bewertung immer
zwei oder mehr Labore erforderlich sind
[17, 18]. Im Gegensatz dazu zeigt die
Studie von Goeres et al. (2019) zur Ent-
wicklung und Validierung des Einzel-
rohrenverfahrens (Single Tube Method,
STM) fiir die Wirksamkeitstests von an-
timikrobiellen Produkten gegen Biofil-
me zwar insgesamt eine gute Repro-
duzierbarkeit, dennoch wurden breite
Schwankungen in den Ergebnissen zwi-
schen verschiedenen Laboren beobach-
tet, insbesondere bei der Bewertung
der logarithmischen Reduktionen der
lebensfahigen Bakterien durch ver-
schiedene antimikrobielle Mittel. Die
mittlere Log-Reduktion der lebensfihi-
gen Bakterien in der Studie, die Ergeb-

ebenfalls
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nisse aus sechs Laboratorien umfasst,
reichte von 2,32 bis 4,58, mit Repro-
duzierbarkeitsstandardabweichungen
zwischen 0,89 und 1,67 [19].

Fiir die Standardisierung und Vali-
dierung eines neuen Tests oder einer
neuen Methode fiir die Wirksamkeits-
prifung von Desinfektionsverfahren
ist die Einbeziehung mehrerer Labore
wichtig, um die Robustheit und allge-
meine Anwendbarkeit der Methode zu
demonstrieren. Die Einbindung meh-
rerer Labore ist besonders relevant,
wenn die Ergebnisse fiir regulatorische
Zwecke verwendet werden sollen oder
wenn es um die Bewertung der Wirk-
samkeit von Produkten geht, die auf
den Markt gebracht werden sollen.

Die Analyse weiterer Ringversuche
untermauern diese Erkenntnisse. Es
werden derzeit Daten aus Ringversu-
chen mit praxisnahen Tests (Phase 2/
Stufe 2) fiir eine weitere Publikation
statistisch aufbereitet. Der Einfluss des
Labors auf die Ergebnisse der Wirksam-
keitstestung in der jetzt vorgelegten
Auswertung des quantitativen Suspen-
sionsversuchs lenkt den Blick insbeson-
dere auf Produkte im intermediédren
Wirksamkeitsbereich und die Auswir-
kungen auf die Genauigkeit und Ver-
lasslichkeit der Wirksamkeitsbeurtei-
lung, selbst wenn europdische Normen
und Richtlinien fiir die Testung einge-
halten werden.

Die Balance zwischen Minimierungs-
gebot und zuverldssiger Wirksamkeit
zur Sicherstellung der Infektionspraven-
tion wird im Kontext der Biozidgesetzge-
bung zu einer zentralen Fragestellung,
die eine sorgféltige Abwagung und Be-
wertung erfordert. Die fortlaufende wis-
senschaftliche und regulatorische Aus-
einandersetzung mit diesen Themen ist
notwendig, um den Schutz der Anwen-
der und der offentlichen Gesundheit si-
cherzustellen. Ein weiterer kritischer
Aspekt ist die mogliche Entwicklung
von Toleranzen und ggfs. Resistenzen
durch den Einsatz von Desinfektions-
mitteln im subletalen Bereich. Die fort-
gesetzte Exposition von Mikroorganis-
men gegeniiber unzureichenden Desin-
fektionsmittelkonzentrationen kann zur
Selektion angepasster Stdmme fiihren
[20]. Die Entwicklung von Desinfekti-
onsmitteln, die nicht nur aktuellen, son-
dern auch zukiinftigen Herausforderun-
gen in der Infektionspriavention gerecht
werden, erfordert eine vorausschauen-
de Forschung und Entwicklung. Dies un-
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terstreicht die Bedeutung der Zusam-
menarbeit zwischen der Wissenschaft,
Industrie und Regulierungsbehorden,
um sicherzustellen, dass die Teststan-
dards und Richtlinien mit den neues-
ten Erkenntnissen und technologischen
Entwicklungen Schritt halten.

Schlussfolgerungen

Die statistische Analyse in der vorlie-
genden Arbeit zeigt, dass insbesondere
fiir den intermedidren Bereich - also
der Bereich, der sich unterhalb des
wirksamen Bereiches befindet — davon
auszugehen ist, dass auch bei erfahre-
nen und akkreditierten Laboratorien
und unter verhaltnismaRig gut zu kon-
trollierenden Bedingungen eine hohe
Varianz der Ergebnisse zwischen den
Laboratorien gegeben ist. Da fiir die Zu-
lassung von Bioziden grundsatzlich aus
6ko- und humantoxikologischer Sicht
ein niedriger Wirkstoffgehalt glinstiger
beurteilt wird und zu bevorzugen ist,
besteht die Gefahr, dass bei Beriicksich-
tigung nur eines Priifberichts die inter-
laboratorielle Schwankungsbreite der
Ergebnisse zwischen Laboratorien nicht
erfasst wird.

Aus Sicht der Infektionsprévention
sowie unter 6ko- und humantoxikolo-
gischen Gesichtspunkten sollte es stets
das Ziel sein, ein Desinfektionsverfah-
ren nur dann anzuwenden, wenn seine
Wirksamkeit sicher gewahrleistet ist.

Die Einbeziehung der Priifberichte
aus einem zweiten Labor erhoht signi-
fikant die Aussagekraft der Bewertung
iiber die sichere Wirksamkeit eines Pro-
dukts. Der Einsatz eines Produkts oder
Verfahrens mit unzureichender bzw.
unzureichend abgesicherter Wirksam-
keit ist auch im Hinblick auf die mog-
lichen Nebenwirkungen nicht vertret-
bar.

In der Konsequenz erfordert die Zu-
lassung und fortlaufende Uberpriifung
von Desinfektionsmitteln eine multidis-
ziplindre Herangehensweise, die sowohl
mikrobiologische Wirksamkeitstests als
auch oOkotoxikologische und resistenz-
epidemiologische Bewertungen umfasst.
Die Implementierung von Standards, die
die Einbeziehung von Daten aus meh-
reren unabhéngigen Quellen vorschrei-
ben, tragt wesentlich zur Sicherstellung
der Zuverldssigkeit und Effektivitdt von
Desinfektionsverfahren bei und unter-
stiitzt die offentliche Gesundheit sowie
den Umweltschutz.
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