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1. Einleitung

Mit dem Beginn der Covid-19 Pandemie entwickelte sich ein noch nie zuvor dagewesenes
Interesse sowie eine deutlich gesteigerte Nachfrage an Desinfektionsmitteln — nicht nur
im Kreise von Wissenschaft und Fachpersonal, sondern erstmals auch dartber hinaus in
der Bevolkerung. Damit ruckte auch die Frage nach der Wirksamkeit von
Desinfektionsmitteln gegenuber Viren immer mehr in den Vordergrund. Die Testung auf
Viruzidie erfolgt abhangig ihrer Anwendungsbereiche und wird in Hande-, Flachen-,

Instrumenten-, und Waschedesinfektion unterteilt (Roesch K.M., 2022).

Eine einheitliche Beurteilung der viruziden Eigenschaften von Desinfektionsmitteln war ab
1982 nach der Veroéffentlichung der Richtlinien des ehemaligen Bundesgesundheitsamtes
(heute RKI) und der DVV moglich. Diesen Wirkbereich ,viruzid® hat der Arbeitskreis
Viruzidie im Jahre 2004 erweitert und zwei Wirkbereiche fiur die zu prifenden
Desinfektionsmittel eingefuhrt. Die Unterscheidung erfolgte aufgrund ihrer Wirksamkeit
gegenuber behlllten Viren (begrenzt viruzid) und gegenitber unbehlllten Viren (viruzid)
(Blimel et al., 2020; Eggers et al., 2020; Eggers und Enders, 2023).

Seit 2005 existierten zwei wesentliche Leitlinien, nach denen Testungen bei chemischen
Desinfektionsmitteln auf ihre Wirksamkeit in der Humanmedizin durchgefihrt wurden.
Dies sind einerseits auf nationaler Ebene die Leitlinien der Deutschen Vereinigung zur
Bekampfung der Viruskrankheiten und des Robert Koch-Instituts (fortan DVV/RKI) und
andererseits auf internationaler Ebene die Leitlinien, die durch die Arbeitsgruppe CEN/TC
216 des Comité Européen de Normalisation (CEN) verabschiedet werden (fortan DIN-
EN). Bei beiden kamen uber die Jahre hinweg stets Aktualisierungen sowie neue
Erganzungen hinzu (Enders und Eggers, 2023; Eggers, 2021; Exner und Gebel, 2022).
Da eine Testung samtlicher Viren enorm aufwandig ware, beschrankte man sich fur die
Testdurchfuhrungen auf einzelne Viren verschiedener Virusgruppen. Dabei galt es, mit
den ausgewahlten Viren die zuvor definierten Wirkungsbereiche begrenzt viruzid und
viruzid abzudecken. So einigte man sich fir die Testungen des begrenzt viruziden
Wirkbereichs auf das Vacciniavirus Elstree (fortan VVE), welches spater durch das

Modified-Vaccinia-Ankara-Virus (fortan MVA) ersetzt wurde, da das Laborpersonal nicht
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mehr routinemalig gegen Pocken geimpft wird. Fur oxidierende Wirkstoffe wurde in
Deutschland das Bovine Viral Diarrhoe Virus (BVDV) vorgegeben.

Fur den viruziden Bereich kamen Adenovirus Typ 5 (fortan Adenovirus), das murine
Norovirus Stamm S99 Berlin (fortan murines Norovirus), das Poliovirus Typ 1, Stamm
LSc-2ab (fortan Poliovirus) und in Deutschland das Polyomavirus SV 40 Stamm
777 (fortan Polyomavirus) zum Einsatz (Blumel et al., 2020 und 2023; Eggers et al., 2020;
Roesch K.M., 2022).

FUr die meisten ausbruchsbedingten Infektionen sind Noroviren, Adenoviren und
Rotaviren verantwortlich, weshalb ein gesteigertes Interesse bestand, die Wirksamkeit
von Desinfektionsmitteln entsprechend gegen diese Viren zu testen. So flhrte der
Arbeitskreis Viruzidie im Jahr 2014 neben der Unterteilung in begrenzt viruzid und viruzid,
einen weiteren Wirkbereich mit der Bezeichnung ,begrenzt viruzid Plus® ein. Dieser neu
geschaffene Wirkbereich umfasste die Testviren flr eine begrenzte Viruzidie und wurde
um Adenovirus, Norovirus und Rotavirus erweitert (Eggers, 2016; Eggers et al, 2017;).
Diese drei Viren zadhlen zu zwar den unbehlllten Viren, sind aber auf Grund ihrer
vergleichbar niedrigen hydrophilen Eigenschaften leichter durch Desinfektionsmittel zu
inaktivieren als andere unbehlllte Viren wie das Polivirus oder das Minute Virus of Mice,
Stamm Crawfort (fortan Parvovirus) (Albrecht et al, 2020; Hubner et al, 2017; Eggers und
Enders, 2023).

Die letzte Anpassung erfolgte in 2023 durch die Einfuhrung des Wirkbereiches
,viruzidPLUS" in der Flachendesinfektion, bei der als Testvirus das murine Parvovirus
(MVM, minute virus of mice; rodent protoparvovirus 1) eingesetzt wird, um die in der
Gentherapie verwendeten Adenoassoziierten Vektorviren und das HAV-Virus
abzudecken (Blumel et al. 2023).

Die chemischen Desinfektionsmittel werden nach nationalen (DVV/RKI) und
europaischen Normen (DIN EN 14476) sowohl in quantitativen Suspensionsversuchen
(Phase 2, Stufe 1 - z.B. DVV/RKI 2018 oder EN 14476) als auch in praxisnahen Tests
(Phase 2, Stufe 2 — z.B. DVV 2012, EN 16777, EN 17111) auf ihre viruzide Wirksamkeit
getestet (Albrecht et al, 2020).

Dabei werden die Testviren dem Desinfektionsmittel ausgesetzt und nach der Einwirkzeit

die Infektidsitat des Testvirus durch Uberfihren auf eine Zellkultur Gberprift.
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Flr eine Zulassung oder Zertifizierung mussen beide Tests erfolgreich sein, wobei in der
Regel das Ungunstigere der beiden Ergebnisse flr die Beurteilung der Viruzidie
herangezogen wird (Eggers et al 2017). Die Testung wird mit ausreichender viruzider
Wirkung bewertet, sobald eine Titerreduktion von infektiosem Virus von mindestens 4 Ig-
Stufen erreicht wird (Eggers et al. 2021).

In den Suspensionsversuchen Phase 2, Stufe 1 werden die Viren mit dem chemischen
Desinfektionsmittel in einer Suspension vermischt, wodurch in der Regel keine
praxisnahen Prifbedingungen erzielt werden. Daher besteht ein grof3es Interesse, fur alle
Anwendungsbereiche (Hande-, Flachen-, Instrumenten- und Waschedesinfektion) auch
praxisnahe Prufmodelle zu etablieren, bei den das Virusinokulum auf der Haut oder
geeigneten Carrieren positioniert dem chemischen Desinfektionsmittel ausgesetzt werden
(Nitsch-Osuch und Tarka 2021; Rabenau und Schwebke, 2012).

Fiar die Qualitatssicherung der Wirksamkeitstestung werden die verwendeten Viren
zusatzlich intern in Pruflaboren mit Referenzsubstanzen getestet. Damit soll eine stetige
und gleichbleibende Resistenz gegenuber bestimmten Wirkstoffen nachgewiesen
werden. Als Referenzsubstanzen dienen z. B. Formaldehyd, Peressigsaure,
Glutaraldehyd und Ethanol in Abhangigkeit der Wirkweise des zu testenden Produkts
(Blimel et al., 2020). Mit der Ermittlung des 95 % Konfidenzintervalls wird gezeigt, dass
der ermittelte Reduktionsfaktor mit hoher Wahrscheinlichkeit die ,wahre Wirksamkeit"
widerspiegelt (Rabenau und Schwebke, 2008).

Eine Liste mit den 95% Konfidenzintervallen zu den Referenzwerten lag sowohl nach DIN
EN 14476 als auch nach DVV/RKI Stand 2015 vor (Blimel et al, 2015; DIN EN 14476,
2015).

Ziel der Arbeit

Die Anforderungen an die Viruzidieprifung haben sich im Laufe ihrer Zeit zwar stets
weiterentwickelt, allerdings fehlt bis heute ein einheitliches Profil an viele wichtige
Parameter, die moglicherweise Einfluss auf die Prufergebnisse nehmen konnen.

Durch die Auswahl an unterschiedlichen Prifmethoden und das Fehlen von klar
definierten Anforderungen in den einzelnen Leitlinien ist eine Vereinheitlichung erschwert.
So sind die Vorgaben in den Normen DIN EN 14476, 16777,17025, 17111 und auch nach
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DVV/RKI nur grob erstellt und lassen viel Spielraum hinsichtlich der Auswahl des Virus,
des Pruilflabors, der Zellkultur und der Art der Referenzsubstanzen zu.

Um zu Uberprifen ob und in welcher Form diese Variabilitat tatsachlich Einfluss auf den
Reduktionsfaktor nimmt, formulieren wir unsere erste Hypothese, dass sowohl die Wahl
des Pruflabors als auch die Wahl der Zellkultur einen signifikanten Einfluss auf die
Virustiterreduktion bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 mit 0,7% Formaldehyd
als Referenzsubstanz ausuben.

Des Weiteren gibt es bis heute kein klares Anforderungsprofil weder an die Herkunft, noch
an die Haltung des Virus - es wird lediglich darauf verwiesen diese Daten zu
dokumentieren. Zudem liegen bei jeweiligen Pruflaboren keine genau definierten
Qualitatsanforderungen vor. Nach DIN EN 14476 werden zwar fur die Labore einzelne
Zelllinien fur die jeweiligen Viren empfohlen, aber die Moglichkeit sich anderer
gleichwertiger Zelllinien zu bedienen ist nicht weiter eingeschrankt (DIN EN 14476 2019).
In den Leitlinien des DVV/RKI hingegen wird nur kurz erwahnt, dass die Viren in einer
beliebigen Zellkultur oder in einem anderen geeigneten System herangezichtet werden
sollen (Blumel J. et al 2015). Ferner ist nach DIN EN 14476 die Wahl der
Referenzsubstanz nicht eindeutig festgelegt, sondern auch hier wird einzig und allein nur
eine Empfehlung ausgesprochen. Dadurch konnen auch andere geeignete
Referenzsubstanzen flr die Versuchsdurchfihrung eingesetzt werden (DIN EN 14476
2019). Das hat zur Konsequenz, dass die Referenzsubstanzen in unterschiedlich hohen
Konzentrationen angewendet werden.

Nicht nur die oben als Beispiele aufgefuhrten Parameter dienen einer mdglichen
Einflussnahme auf das Testergebnis, sondern auch die anschlieRend unterschiedlichen
Berechnungsverfahren fur den TCID50 Nachweis kdnnen den RF in seinem

Wert beeinflussen. So wird nach DIN EN 14476 der TCID50 mit dem Spearmann-Kaber
Berechnungsverfahren festgestellt, wahrend nach DVV/RKI auch mehrere andere
Berechnungsverfahren maoglich sind (Blumel J. et al 2015).

Ziel dieser Arbeit ist das Erstellen einer einheitlichen aktuellen Bemessungsgrundlage fur
die Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln. Die Auswertung der Untersuchungsergebnisse
bezlglich der Viruzidietestung der Referenzsubstanzen bei den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach Methode DVV/RKI und DIN EN 14476 sollte mogliche

Einflussgrélien, wie die Wahl des Priflabors oder der Zellkultur erkennbar machen und
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die bereits bestehende Liste der 95% Konfidenzintervallen enger definieren. Wir
postulieren daher eine zweite Hypothese, dass anhand der Datenbank, die auf der
Grundlage, der beim Verbund fur angewandte Hygiene eingereichten Gutachten und
Prifberichten erstellt worden ist, sich die von DVV/RKI und DIN herausgegebenen
Referenzbereiche weiter prazisieren lassen.

Dies hatte fur zukunftige Viruzidietestungen eine Festlegung neuer Richtwerte zur Folge,
die eine Erhohung des Qualitatsstandards sichern konnte. DarUber hinaus ist eine
zuverlassige Beurteilung der viruziden Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln fur alle
medizinischen Einrichtungen von groRem Interesse. Ein gewissenhafter Abgleich an die
individuellen Hygieneanforderungen kdnnte zu einer verbesserten maximalen Sicherheit
am Arbeitsplatz fihren. Vor dem Hintergrund der 2020 ausgebrochenem SARS-CoV-2

Pandemie ware dies ein wahrer Zugewinn.

2. Material und Methoden

2.1 Material

Fir die Erstellung einer neuen Datenbank bezlglich der laborinternen Viruzidietestung
mit Referenzsubstanz wurden alle vorliegenden Prufberichte und Gutachten, die beim
Verbund fir angewandte Hygiene (fortan VAH) zur Zertifizierung und Listung in der VAH-
Desinfektionsmittel-Liste eingereicht wurden, aus den Jahren 2000-2022 gesichtet,
eingescannt und die wesentlichen Werte anschlieRend in Excel-Tabellen Ubertragen.
Insgesamt sind 532 Prufberichte und Gutachten mit in die Datenbank eingeflossen.

Die verschiedenen Priflabore sind in Tabelle 1 (fortan Tab.) dargestellt. Dabei sind die
Priflabore in einer alphabethischen Reihenfolge sortiert und randomisiert einer Nummer
zugeordnet. Wie aus Tab. 2 ersichtlich, wurden den verwendeten Zellkulturen ebenfalls
Nummern zugeteilt. So wurde diese insgesamt in 17 verschiedene Zellkultursysteme
unterteilt, zu denen u.a. A-549 Zellen, A-9 Zellen und BELK Zellen gehéren (Anhang 1 s.
Anhang).
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Tab. 1: Ubersicht Priiflabore

Priiflabore Standorte

Biotecon Bremen, Deutschland
Chemila Hodonin, Deutschland
Dr. Brill und Partner GmbH Bremen, Deutschland

Dr. Merk & Kollegen Bettlach, Deutschland
Enders Stuttgart, Deutschland
Eurovir Luckenwalde, Deutschland
Henkel Dusseldorf, Deutschland
Hygcen Bischofshofen Bischofshofen, Osterreich
Hygcen Schwerin Schwerin, Deutschland
Landesuntersuchungsamt far Chemie, | Bremen, Deutschland
Hygiene und Veterindrmedizin

Micromun Greifswald, Deutschland
MikroLab GmbH Furth, Deutschland

Uni GielRen GieRen, Deutschland
UniJena Jena, Deutschland

2.2 Methoden

Anhand der vorliegenden Prifberichte und Gutachten war es moglich, eine Datenbank mit
folgenden Kriterien zu erstellen: Dateiname (aus der online-Datenbank), Datum, Bericht,
Gutachter, Priflabor, Methode, Virus, Quelle Virus, Passage Virus, Zellkultur, Quelle
Zellkultur, Passage Zellkultur, Testzeitraum, Referenzsubstanz, Konzentration,
Reduktionsfaktor (fortan RF) 5 min, RF 15 min, RF 30 min, RF 60 min, RF 120 min und
RF 240 min. AnschlieRend wurde die Tabelle durch folgende Kriterien erweitert: laufende
Nummer, Produktname, Zahler VAH, Aktenzeichen, Liste intern, Umschreibung,
Wirkungsspektrum, 2. Gutachten, Praxis, Zertifikat, Sparte (Anwendungsbereich),
Bemerkung und RKI-Listung.

Im nachsten Schritt erfolgte die Unterteilung der Datenbank durch Aufteilung der Daten
nach Referenzsubstanz, Testvirus und Testdesign.

Im Anschluss wurden diesen Daten hinsichtlich ihrer Zeitintervalle aufgeteilt und mit einer
ID versehen, sodass eine Zuordnung der individuellen Reduktionsfaktoren zu den
Suspensionsversuchen jederzeit mdglich war. Die endgultigen Datensatze bestanden nun

aus den Kriterien Virus, Methode, Pruflabor, Zellkultur, Referenzsubstanz, Konzentration,



15

Zeit, RF und ID. Dabei wurde der Name der Zellkultur und des Priflabors konsequent
durch eine nummerische Zahl ersetzt. Aus datenschutzrechtlichen/-technischen Grinden
wurden die Pruflabore hier nicht mit ihrer zugeordneten Nummer, sondern in
alphabetischer Reihenfolge angegeben (Tab. 1 und A1, siehe Anhang).

Die Auswertung der Datenbank erfolgte nach dem Stand vom 13.07.2022 und fand in
enger Zusammenarbeit mit der statistischen Beratungsstelle IMBIE der Universitat Bonn
statt. Die Analysen wurden mit Hilfe der Statistiksoftware R (Version 4.2.0) und der
Benutzeroberflache RStudio (Version 2022.02.3+492, http://rstudio.com) durchgefihrt.
Zur Analyse der Daten kam ein linear gemischtes Regressionsmodell in R mit dem nime

Softwarepaket (Version 3.1 -158) zur Anwendung. Die graphische Darstellung wurde
sowohl durch das RStudio (Version 2022.02.3+492, http://rstudio.com) mit dem
Softwarepaket Graphics (Version 4.2.0), als auch mit Microsoft Excel 2022 (Version
16.62) unterstutzt.

Zunachst wurden die Datensatze deskriptiv nach Zeit, Praflabor und Zellkultur in Boxplots

dargestellt. Diese Boxplots ermdglichten eine Visualisierung der durchschnittlichen
Reduktion, sowie die Streuung der Ergebnisse unter Berucksichtigung der Anzahl der
durchgefiihrten Suspensionsversuche, sodass die Werte sehr gut vergleichbar waren.

In einem weiteren Schritt konnten die Pruflabore und Zellkulturen auf die verschiedenen
Zeitintervalle von 5 min bis 120 min je nach Datenlage aufgeteilt und dabei, basierend auf
den Leitlinien des DVV/RKI und der DIN EN 14476, gegenubergestellt und ausgewertet
werden. Als Nachstes wurden die Datensatze auf mogliche Einflussgréfien von Priflabor
bzw. Zellkultur auf die durchschnittliche Reduktion untersucht. Unterstitzt wurde dies mit
dem linearen Regressionsmodell. Die Auswertung erfolgte in RStudio.

Gemischte lineare Regressionsmodelle analysierten den Einfluss von unabhangigen
Variablen (in unserem Fall Pruflabor und Zellkultur) auf eine abhangige Variable (in
unserem Fall die Virustiterreduktion). Fir die Analyse wurde folgende Gleichung
verwendet:

y=ﬁ0+ﬁ1*x1+ﬁ2*x2+ ......... Bn*xn+g

wobei [8J den Intercept, Bibis [, das Regressionsgewicht bzw. den Regressionkoeffizient

darstellen, @ bis @ die erklarende Variabel und ¢ die zufallige Fehlerquote angibt.


http://rstudio.com/
http://rstudio.com/
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Im Rahmen der Nullhypothese wurde davon ausgegangen, dass die unabhangigen
Variablen keinen Einfluss hatten. Der aus dem linearen Regressionsmodell errechnete p-
Wert gibt an, in wieviel Prozent der Falle dies zutrifft. Ist der p-Wert < 0,05, kann im
Umkehrschluss dazu in 95% der Falle oder haufiger die Nullhypothese abgelehnt werden
und zeigt somit einen signifikanten Einfluss des Faktors. In diesem Fall spricht man von
einer 95%igen Signifikanz. Darlber hinaus konnte mit Unterstitzung von R Studio der
Erwartungswert und der Standardwert ermittelt werden. Anhand dieser Werte wurde ein
95%iges Konfidenzintervall fur die signifikanten Einflussfaktoren berechnet. Die Formel

hierzu stellt sich folgendermalen dar:

E stellte den Erwartungswert dar, z das Konfidenzniveau, @ die Varianz und n die
Stichprobengrdfle. Fur die Berechnung eines 95%-Konfidenzintervall ist z mit 1,95996 zu
bertcksichtigen.

Abschlielend fand zu allen Datensatzen eine Berechnung der 95%-Konfidenzintervalle in
Abhangigkeit der Zeitintervalle statt.

Wichtig war zudem der Hinweis, dass bei den Testungen mit Vaccinia-Viren diese
entweder mit dem modified Vacciniavirus Ankara (MVA) oder mit Vaccinia-Virus Elstree
(VVE). durchgefuhrt wurden, sodass die zusatzliche Einflussgro3e der Wahl des Virus zu
untersuchen war.

Im Folgenden wird exemplarisch die Auswertung der Ergebnisse mittels RStudio fur das
Vaccinia-Virus nach Methode DIN EN 14476 bei 0,7% Formaldehyd als Referenzsubstanz
anhand Tabelle 3 erklart.
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Tab. 2: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen DIN EN 14476 mit Vaccinia-
Virus bei 0.7% Formaldehyd.

Anzahl Value Std.Error DF t-value p-Value
Virus: Vaccinia Ankara 105 (Intercept) 2.6076114 0.9185128 73 2.838949 0.0059
Vaccinia Elstree 19 Zellkultur 0.091031 0.162993 38 0.558496 0.5798
VirusVaccinia Elstree -1.7936167 0.7823763 38 -2.292524 0.0275 x
Methode: DIN EN 14467 Priiflabor2 -1.1939432 0.555927 38 -2.147662 0.0382 x
Priflabor3 -0.1482568 1.0260888 38 -0.144487 0.8859
Referenzsubstanz Formaldehyd 0.7% Priiflabor4 0.1771204 1.79349 38 0.098757 0.9219
Priflabor5 -0.7970247 1.7368766 38  -0.458884 0.6489
Pruflabor: 1 1 Priflabor7 -0.6886381 0.4996638 38  -1.378203 0.1762
2 18 Priflabor9 0.3683337 1.483265 38 0.248326 0.8052
3 8 Priiflabor12 -0.195082 0.5489685 38  -0.355361 0.7243
4 4 Zeitl5 0.6771917 0.1266661 73 5.346275 0
5 2 Zeit30 1.0697746 0.1678889 73 6.371921 0
7 56 Zeit60 1.0979486 0.1658692 73 6.619363 0
9 7
12 18 Residual standard error: 0.9942 on 111 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.2744, Adjusted R-squared: 0.196
Zellkultur: 5 103 F-statistic: 3.499 on 12 and 111 DF, p-value: 0.0002107
6 2
10 2
14 15 Erwartungswert Std. Error unter Grenz¢ obere Grenze
17 2
Elstree
Zeit in min 5 38 Labor 2 Minute 5 -0.2889175 2.4198091 -5.0316465 4.45381154
15 39 Minute 15 0.3882742  2.5464752 -4.6027153 5.37926373
30 22 Minute 30 0.7808571 2.587698 -4.2909275 5.85264167
60 25 Minute 60 0.8090311 2.5856783 -4.2587949 5.87685714
Ankara
Labor 2 Minute 5 1.5046992  1.6374328 -1.7046036 4.71400199
Minute 15 2.1818909 1.7640989 -1.2756724 5.63945418
Minute 30 2.5744738 1.8053217 -0.9638845 6.11283212
Minute 60 2.6026478 1.803302  -0.931752 6.13704759

Tabelle 2 beginnt von links gelesen mit der deskriptiven Statistik. Bei festgelegter
Prifmethode und Referenzsubstanz, gibt die Tabelle die Art der verwendeten Viren, die
Priflabore, sowie die Art der Zellkultur und die auserwahlten Einwirkzeiten von 5 min, 15
min, 30 min und 60 min in deren absoluten Haufigkeiten an. Am Beispiel des Vaccinia-
Virus ist zu erkennen, dass das Vacciniavirus hier noch mal in das MVA, mit einer
absoluten Haufigkeit von 105 und in VVE, mit einer absoluten Haufigkeit von 19
unterschieden wird. Zudem kann abgelesen werden, dass fur die Suspensionsversuche
nach DIN EN 14476 mit den Vaccinia-Viren 11 mal das Pruflabor 1 beauftragt wurde, 103
mal die Zellkultur 5 verwendet wurde und der RF nach 5 min insgesamt 38 mal gemessen

wurde. Auf der rechten Seite der Tabelle 2 stehen die Ergebnisse aus RStudio, wobei

Intercept dem @ aus der unter 2.2 stehenden Gleichung fir lineare gemischte

Regressionsmodelle entspricht. Die Art der Viren, Pruflabore, Zellkulturen und
Zeitintervalle entsprechen @ bis @ Sie stellen die erklarenden Variablen da. Die Werte,

die hinter den erklarenden Variablen stehen, stellen das Regressionsgewicht bzw. @bis
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@da. Dass in diesem Fall die unterschiedlichen Zellkultursysteme als eine erklarende
Variabel zusammengefasst wurden, liegt an der ungleichen Verteilung der Zellkulturen
(siehe Tabelle 1, deskriptiver Teil). Zudem ist zu erkennen, dass jeweils eine der
erklarenden Variablen in der Listung fehlt. Diese wurde in den Intercept bereits mit
einberechnet. Um nun beispielsweise den Erwartungswert fur die Testdurchfuhrung mit
VVE in Pruflabor 2 nach 15 min unter Berlcksichtigung des Einflusses der
Zellkultursysteme zu berechnen, mussen die gewunschten EinflussgroRen zu dem
Intercept addiert werden. So ergibt sich flr unser Beispiel folgende Gleichung,

E(x) =2.6076114 + 0.091031+ (-1.7936167) + (-1.1939432) + 0.6771917 = 0.3882742
wobei E(x) fur den Erwartungswert steht.

Fir die Berechnung von erklarenden Variablen, die nicht gelistet sind, wie z.B. das MVA,
lasst man diese aus der Gleichung aus. Sie wurden bereits in dem Intercept
mitbericksichtigt.

Nach dem gleichen Vorgehen wird die Standardabweichung berechnet, mit dem einzigen

Unterschied, dass daflir die Werte, die unter Std. Error gelistet sind, verwendet werden.

So ergibt sich flir die Berechnung der Standardabweichung @fﬂr selbiges Beispiel

(Vaccinia Elstree, Pruflabor 2, 15 min), folgende Gleichung:

@ =0.9185128 + 0.162993 + 0.7823763 + 0.555927 + 0.1266661 = 2.5464752

So erhalt man Erwartungswert E(x) und Standardabweichung @ die dann nach

ag
@

zur Berechnung des 95% Konfidenzintervalls hinzugezogen werden. Die Werte der

KI firu=xt+zx*

oberen und unteren Grenze sind ebenfalls aus der Tabelle zu entnehmen und bilden in
unserem Fall -4.6027153 fur die untere Grenze und 5.37926373 fur die obere Grenze. Die
P-Werte 0.005 haben einen signifikanten Einfluss auf das Ergebnis und sind mit einem x
markiert. Diese Werte kdonnen in der Spalte p-Value gefunden werden. Die Berechnung
der 95% Konfidenzintervalle wurden nur fur erklarende Variablen mit einem signifikanten
Einfluss auf das Ergebnis durchgeflhrt. Dariber hinaus wird auch noch das adjustierte [IE
angegeben, welches in unserem Fall 0.196 betragt. Das adjustierte E gibt dabei an,
wieviel Prozent der Ergebnisse durch die unabhangigen Variablen erklart werden

konnten.
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Anhand des adjustierten [R? von 0,196 konnte in diesem Modell folglich 19,6 % der
Reduktionsfaktoren mit den Einflissen von Priflabor und Zellkultur erklart werden.

Blocksatz einstellen

2.3 Einschrankungen der statistischen Auswertung

Generell lag der limitierende Faktor der statistischen Auswertung der erstellten Datenbank
hauptsachlich in der ungleichmafigen Verteilung der Daten.

Wie aus Tab. 3 zu entnehmen ist, wurden fur die Testung auf Viruzidie bei
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 hauptsachlich die Prifmethode nach den
Richtlinien des DVV/RKI und DIN EN 14476 durchgefuhrt.

Tab. 3: Verteilung der Prifmethoden bei den Suspensionsversuchen und praxisnahentest auf
sowohl nationaler als auch europaischer Ebene aus der erstellten Datenbank.

Methode Anzahl
DIN EN 14476 156
DVV/RKI 226
DIN EN 16777 18
DVV/RKI 2012 18

Bei fast allen Versuchsauswertungen wurde als Referenzsubstanz 0,7% Formaldehyd
verwendet (Tab. 4). Die mangelnde Datenlage zu Ethanol, Glutaraldehyd und
Peressigsaure als Referenzsubstanz, sowie deren uneinheitliche Konzentrationen bei der
Anwendung fuhrten somit zu dem Ausschluss einer weiteren Datenverarbeitung. Damit
konzentrierte sich die statistische Auswertung auf Versuche mit 0,7% Formaldehyd als

Referenzsubstanz.
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Tab. 4: Verteilung der Referenzsubstanzen mit ihrer zugehdrigen Konzentration aus der
Datenbank.

Referenzsubstanzen Anzahl
Formaldehyd 0.7% 341
Formaldehyd 1.4%
Formaldehyd 36 - 38%
Glutaraldehyd 0.005%
Glutaraldehyd 0.0125%
Glutaraldehyd 0.013%
Glutaraldehyd 0.05%
Glutaraldehyd 0.1%
Glutaraldehyd 0.2%
Glutaraldehyd 0.25%
Glutaraldehyd 0.35%
Glutaraldehyd 0.4%
Glutaraldehyd 0.45%
Glutaraldehyd 50 %
Ethanol 0.7%

Ethanol 50%
Peressigsaure 0.0048%
Peressigsaure 0.005%

Peressigsaure 0.05%

WINIOIRININIO|RPIRPRIRPR|IFRPRP WW|IR UONRR|P

Peressigsaure 40%

Weiterhin wurde bei der Einteilung der Datenbank sichtbar, dass hinsichtlich der gepruften Viren
die Datenlage in Bezug auf Coronaviren, felines Calicivirus F9, sowie Rotaviren so gering ausfiel,
dass diese Viren ebenfalls aus der statistischen Analyse ausgeschlossen werden mussten.
(Tab.5)
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Tab. 5: Verteilung der fUr die Suspensionsversuche und praxisnahen Tests verwendeten Viren
aus der Datenbank.

Virus Anzanhl
MVA 45

VVE 73
Bovines Viral Diarrhoe | 67
Virus

Murines Parvovirus 49
Adenovirus 48
Murines Norovirus 37
Poliovirus 31
Polyomavirus 26

Bovine Coronavirus

Rotavirus

Felines Claicivirus F9

Dartber hinaus wurde die Datenbank von Umschreibungen (gleiche Gutachten und
Prifberichte fir unterschiedliche Produktbezeichnungen) bereinigt und somit die
Datenmenge weiterhin geschmalert.

Letztendlich konzentrierte sich die statistische Untersuchung auf Suspensionsversuche
Phase 2 Stufe 1 mit 0,7 % Formaldehyd als Referenzsubstanz und folgenden Viren:
Vacciniavirus (MVA und VVE), BVDV, murines Parvovirus, Adenoviren, murines
Norovirus, Rotavirus, Poliovirus sowie das Polyomavirus.

Priflabore und Zellkulturen konnten ausreichend gut zusammengefasst und mit in die
statistische Bewertung aufgenommen werden.

Im weiteren Verlauf konnten daher die gemittelten Reduktionen bei den verschiedenen
Pruflaboren und Zellkultursystemen getrennt nach Testvirus und Testmethode dargestellt

werden.
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3. Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse, die im Rahmen der Recherche fir die
Referenzsubstanzen Formaldehyd 0.7% ermittelt wurde, zusammengefasst. Dies erfolgt
sortiert nach den Testviren, in Abhangigkeit der Einwirkzeit, Pruflaboratorien,

Zellkultursysteme und Testmethoden.

3.1 Vacciniavirus

Die bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 gemittelten RF zu dem Vacciniavirus
werden zunachst getrennt nach Testmethode im zeitlichen Verlauf zur Einwirkzeit
betrachtet (siehe 3.1.1) und weiterfihrend nach Art des Priflabors (siehe 3.1.2) und des

Zellkultursystems (siehe 3.1.3) differenziert einander gegenibergestellt.

3.1.1 Vaccinia-Virus in Abhangigkeit der Einwirkzeit

In den folgenden Abbildung 1 und 2 (fortan Abb.) wurden fir Suspensionsversuche mit
Vacciniavirus die mittleren RF zu den jeweiligen Einwirkzeiten ermittelt und nach Art der
Testmethode aufgeteilt dargestellt. Somit ist der mittlere RF fur die Prifmethode nach DIN
EN 14476 und DVV/RKI in Abb.1 und Abb. 2 nach 5 min, 15 min, 30 min und 60 min sehr
gut ablesbar. Darlber hinaus geben die Box-Plots die Interquartilsabstande, das sind die
Bereiche in denen 50% der Messungen liegen, sowie abweichende Ausreilder, das sind
Messwerte die aullerhalb des 1,5fachen Interquartilsabstand liegen, an. Die Ausreiler

sind als vereinzelte Punkte au3erhalb der Kastengraphik dargestelit.
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Vacciniavirus DVV/RKI
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Virus Reduktion [Ig TCID 50]

1.00

0.00
Zeit t in min

M 5 (n=49) B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
M 15 (n=49) B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
[ 30 (n=49) W Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

[ 60 (n=36) [ Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 1: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Vacciniavirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Einwirkzeiten. Dabei gibt n die Anzahl der
vorliegenden Testergebnisse an.

Vacciniavirus DIN EN 14476
o
5 15 30 60

Zeitt in min

7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

Virus Reduktion [Ig TCID
50]

W5 (n=38) M Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

M 15 (n=39) M Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

[ 30 (n=22) M Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

W 60 (n=25) M Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 2: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Vacciniavirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Einwirkzeiten. Dabei gibt n die Anzahl der
vorliegenden Testergebnisse an.

Bei Analyse der Ergebnisse zum Vacciniavirus (Abb. 1 und Abb. 2) ist bei einer direkten
Gegenuberstellung der beiden Methoden DVV/RKI und DIN EN 14476 auffallig, dass die
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Methode nach DVV/RKI sowohl niedrigere durchschnittliche Reduktionsstufen, als auch
geringere Streuungen aufweist. Die Werte der Mediane fallen dementsprechend bei
Methode DIN EN 14476 hoher aus, als bei Methode DVV/RKI. So liegen die Mediane der
RF im Vergleich DIN EN 14476 zu DVV/RKI nach den Einwirkzeiten von 5 min bei 2,14 Ig
zu 0,75 1g, nach 15 min bei 3 Ig zu 1,38 Ig, nach 30 min bei 3,33 Ig zu 2,15 Ig und nach
60 min bei 3,33 Ig zu 3,38 Ig-Stufen. Lediglich der Median nach 60 min bildet hier eine
Ausnahme.

Ebenso zeigt sich, dass die Interquartilsabstande, in denen sich 50% der Messergebnisse
befinden, nach Methode DVV/RKI enger beieinander lagen. Nach DIN EN 14476
erstrecken sich die Interquartilsabstéande Uber eine maximale Spanne von 1,01 Ig-Stufen,

wohingegen der grofdte Interquartilsabstand nach DVV/RKI 1,66 Ig-Stufen grof} ist.

Bei den Versuchen nach DVV/RKI sind haufiger Ausreil3er in den oberen Bereichen der
|g-Stufen zu erkennen. Bei beiden Methoden liegt eine hohe Anzahl an Durchfuhrungen
(124 bei DIN EN 14476 und 227 bei DVV/RKI) vor. Tab. 3 sowie Tab. 7 (siehe Anhang)
machen deutlich, dass nach Methode DIN EN 14476 ein Grofteil an Versuchen mit dem
MVA durchgefliihrt wurde, wahrend bei den Versuchen nach Methode DVV/RKI vermehrt

das VVE zum Einsatz kam.

3.1.2 Vacciniavirus in Abhangigkeit der Priflabore

Im Folgenden werden die mittleren RF des Vacciniavirus separat nach Einwirkzeit auf die
beauftragten Pruflabore aufgeteilt und die verwendeten Testmethoden vergleichend
gegenubergestellt. So lassen sich die Schwankungen innerhalb und zwischen den

Laboren darstellen.
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Abb. 3a: Virusreduktionen fiir Vacciniavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei

Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 3b: Virusreduktionen flr Vacciniavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 15 min.
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Abb. 3c: Virusreduktionen fur Vacciniavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 30 min.
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Abb. 3d: Virusreduktionen fur Vacciniavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 60 min.
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Abb. 3a-d: Gegenlberstellung der Reduktionsstufen bei dem Vacciniavirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grin) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 3a), 15 min (Abb. 3b), 30 min (Abb. 3c) und 60 min (Abb. 3d) Einwirkzeit in Bezug auf
die Priflabore. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Aus Abb. 3a geht hervor, dass die durchschnittliche Reduktion des Vacciniavirus nach
Methode DIN EN 14476 nach 5 Min Einwirkzeit bei den Pruflaboren 2, 3, 4, 12 und 14
deutlich héher ausfallt als nach Testmethode DVV/RKI. So liegen diese bei 1,75 Ig-Stufen
fur Labor 2, 1,28 Ig-Stufen fur Labor 3, 2,68 Ig-Stufen fur Labor 4, 1,13 Ig-Stufen fur Labor
12 und 5,5 Ig-Stufen fur Labor 14. Ebenso sind in diesen Priflaboren, mit Ausnahme von
Pruflabor 14, die Interquartilsabstande nach Testmethode DIN EN 14476 grofder als nach
Methode DVV/RKI

Abb. 3b =zeigt, bei Pruflabor 3, 4 und 12 nach 15 Min Einwirkzeit bei den
Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 groRere Interquartiisabstande als nach
DVV/RKI vorliegen. So erstrecken sich die Interquartilsabstande nach 15 min und
Prifmethode DIN EN 14476 bei Labor 3 Uber 0,76 Ig-Stufen, bei Labor 4 Gber 0,92 Ig-
Stufen und bei Pruflabor 12 U4ber 2,62 Ig-Stufen. Hingegen betragen die
Interquartilsabstande nach 15 min und Prufmethode DVV/RKI fur Pruflabor 3 0,67 Ig-
Stufen, und fir Priflabor 12 0,44 |g-Stufen. Fur Praflabor 4 konnte aufgrund der niedrigen
Messwiederholungen kein Interquartilsabstand berechnet werden.

Es zeigt sich, dass nach Methode DIN EN 14476 und 15 Min Einwirkzeit die
durchschnittliche Reduktion bei Priflabor 2, 3, 4, 12 und 14 gréRRer ausfallt als nach den
Richtlinien des DVV/RKI. So liegen die gemittelten RF fir die Priflabore nach DIN EN
14476 bei 2.44 Ig-Stufen fur Priuflabor 2, 3,28 Ig-Stufen fur Pruflabor 3, 4,6 Ig-Stufen fur
Priflabor 4, 3,315 Ig-Stufen fur Priflabor 12 und 4,75 Ig-Stufen fur Priflabor 14. Hingegen
die mittleren RF nach Prufmethode DVV/RKI bei 1.13 Ig-Stufen fur Pruflabor 2, 1,86 Ig-
Stufen fur Priflabor 3, 2.63 Ig-Stufen fur Priflabor 4, 3,19 fir Priflabor 12 und 4,5 Ig-
Stufen fur Priflabor 14 zu sehen sind. (Abb. 3b)

Aus Abb. 3c und Abb. 3d geht hervor, dass bei Priflabor 12 die durchschnittliche
Reduktion mit 3,85 Ig-Stufen und der Interquartilsabstand von 2,30 Ig-Stufen sowohl nach
30 min als auch nach 60 min bei beiden Methoden gleich grofl3 ausfallen. Priflabor 2
erreicht bei der durchschnittlichen Reduktion, als auch bei den Interquartilsabstanden
nach 30 min Einwirkzeit hohere Werte bei der Prifmethode nach DIN EN 14476. In
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diesem Fall betragt der durchschnittliche RF nach DIN EN 14476 bei Pruflabor 2 2,5 Ig-
Stufen, wohingegen dieser nach DVV/RKI bei nur 2,01 Ig-Stufen liegt. Bezugnehmend auf
den Interquartilsabstand bei Priflabor 2 und Testmethode DIN EN 14476 erstreckt sich
dieser Uber 1,06 Ig-Stufen, demgegenuiber zeigt er nach Testmethode DVV/RKI nur Werte
uber 0,38 Ig-Stufen zeigt.

Nach 60 min Einwirkzeit und Testmethode DVV/RKI ist bei Pruflabor 2 der
durchschnittliche RF mit 3,51 Ig-Stufen héher als nach DIN EN 14476, wo dieser 2,44 Ig-
Stufen betragt.

Aufgrund dessen, dass zu Priflabor 3 nur eine Messung nach DIN EN 14476 vorliegt,

waren weitere Vergleiche zu vage.

3.1.3 Vacciniavirus in Abhangigkeit der Zellkultursysteme

In diesem Abschnitt werden zunachst die mittleren RF des Vacciniavirus bei Anwendung
unterschiedlicher Zellkultursysteme ermittelt und je nach Art der Testmethode in Abb. 4
und Abb. 5 getrennt dargestellt. Dies ermdglicht erste Vergleiche wie sich der RF bei
unterschiedlichen Zellkulturen unter verschiedenen Testbedingungen verhalt. Danach
werden die gemittelten RF der Zellkultursysteme nach Einwirkzeit berechnet, und weiter
in Abb. 6a - d dargestellt. Aussagen bezuglicher Einflussnahmen auf den RF kdnnen unter

Umstanden (fortan u.U.). somit weiter prazisiert werden.
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Abb. 4: Verteilung der Reduktion des Vacciniavirus aus den Suspensionsversuchen Phase 2
Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der
Testergebnisse an.
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Abb. 5: Verteilung der Ergebnisse aus den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN
14476 in Bezug auf die verwendeten Zellkulturen bei der Ziichtung des Vacciniavirus. Dabei gibt
n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Bei den Suspensionsversuchen sowohl nach Methode DIN EN 14476 als auch nach
Methode DVV/RKI wurden die Zellkulturen 5, 6, 10, 14 und 17 verwendet. Bei Zellkultur
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17 gilt zu berlcksichtigen, dass dies keine eigene Zellkultur ist, sondern eine aus
mehreren verschiedenen Zellkulturen zusammengestellte. Bei Zellkultur 5 liegt der
Median nach Methode DIN EN 14476 mit 3 Ig-Stufen deutlich unterhalb des Medians von
Methode DVV/RKI, der 3,63 Ig-Stufen zeigt. Trotz einer hohen Anzahl an
Messwiederholungen sind bei Zellkultur 5 nach Methode DIN EN 14476 und bei Zellkultur
10 nach Methode DVV/RKI die Interquartilsabstande vergleichbar gering ausgefallen. So
erstreckt sich der Interquartilsabstand bei Zellkultur 5 nach DIN EN 14476 Uber 1,54 Ig-
Stufen und bei Zellkultur 10 nach DVV/RKI Uber 1,88 Ig-Stufen.

Bei Zellkultur 14 liegt der Median nach Testmethode DIN EN 14476 nur 0,16 Ig-Stufen
uber dem Median nach DVV/RKI. Nur schwer Iasst sich Zellkultur 6 vergleichen, da nach

DIN EN 14476 kaum Messungen vorliegen.
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600 DIN EN 14476 DVV/RKI

5.00

— =

Virus Reduktion [Ig TCID 50]
g

000 5 10 14 17 5 6 10 ™ 17
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M Zellkultur 5 (n=1) M Zellkultur 6 (n=2)
M Zellkultur 10 (n=40) B Zellkultur 14 (n=10)
B Zellkultur 17 (n=2) B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 6a: Virusreduktionen fiir Vacciniavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 6b: Virusreduktionen flir Vacciniavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei

Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 15 min.
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Abb. 6c: Virusreduktionen flir Vacciniavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei

Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 30 min.
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Abb. 6d: Virusreduktionen fur Vacciniavirus als I|g TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 60 min.

Abb. 6a-d: Gegenuberstellung der Reduktionsstufen bei dem Vacciniavirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grun) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 6a), 15 min (Abb. 6b), 30 min (Abb. 6¢) und 60 min (Abb. 6d) Einwirkzeit in Bezug auf
die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Anhand von Abb. 6a — d sind einige Besonderheiten bezuglich der Zellkultur 14
festzustellen. Auffallend ist, dass bei Zellkultur 14 nach Methode DIN EN 14476 die
durchschnittliche Reduktion nach 5 min und 15 min einen deutlich hoheren Wert ergab.
Mit einem durchschnittlichen RF von 2 Ig-Stufen nach 5 min Einwirkzeit und nach Methode
DIN EN 14676 liegt der Wert fast doppelt so hoch, wie nach Methode DVV/RKI, der hier
nur einen RF von 1 Ig-Stufe aufweist. Nach 15 min Einwirkzeit verringert sich der Abstand
der RF von 2,92 Ig-Stufen nach DIN EN 14476 zu 2,14 Ig-Stufen nach DVV/RKI. Nach 30
min Einwirkzeit lag bei Zellkultur 14 leider nur ein Messwert nach DIN EN 14476 vor. Der
durchschnittliche RF nach DVV/RKI ist hier dem RF nach DIN EN 14467 ahnlich. Nach 60
min konnte die durchschnittliche Reduktion bei Zellkultur 14 bei beiden Methoden nahezu
einen gleich groRen Wert erzielen. So lag der durchschnittliche RF nach DIN EN 14476
bei 3,43 Ig-Stufen und nach DVV/RKI bei 3,29 Ig-Stufen.
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Bezugnehmend auf die Interquartilsabstande bei Zellkultur 14 erstrecken sich diese nach
5 min Einwirkzeit Uber 0,64 Ig-Stufen nach DIN EN 14667 und Uber 0,43 Ig-Stufen nach
DVV/RKI. Nach in den
Interquartilsabstanden je nach Art der Prifmethode. Nach DIN EN 14467 liegt sie bei 1,02
|g-Stufen und nach DVV/RKI bei 1,05 Ig-Stufen. Nach 60 min liegt der Interquartilsabstand
nach DIN EN 14476 bei 1,11 Ig-Stufen und nach DVV/RKI bei 0,37 Ig-Stufen.

15 min Einwirkzeit gibt es weiterhin eine Differenz

3.1.4 Erhebung der 95% Konfidenzintervalle

Anhand der Universitat Bonn vorliegenden Prifberichte und Gutachten wurden zu den
Suspensionsverfahren Phase 2 Stufe 1 mit dem Vacciniavirus die Konfidenzintervalle
nach DIN EN 14476 und DVV/RKI berechnet und auf bis zu zwei Nachkomma Stellen
genau angegeben. (Tab. 6,7)

Tab. 6: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Vacciniavirus fir die Suspensionsversuche
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI.

Virus Vacciniavirus

Methode DVV/RKI

Zeitin min 5 15 30 60
Mittelwert 0.99527273 | 1.79844828 2.30678571 | 3.42596491
Standardabweichung 0.82991935 |1.10474225 0.94685913 [0.76173875
Stichprobengrofie n 55 58 56 57
Standardfehler 0.1119063 0.14505976 0.12652937 |0.10089476
Fehlergroflie 0.21933188 |0.28431134 0.24799251 | 0.1977497
95 % Konfidenzintervall 0.78 - 1.21 1.51-2.08 2.06 - 2.55 3.22-3.62

Tab. 7: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Vacciniavirus fir die Suspensionsversuche

Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476.

Virus Vacciniavirus

Methode DIN EN 14476

Zeit in min 5 15 30 60
Mittelwert 2.52657895 |3.1325641 3.39636364 | 3.4496
Standardabweichung 1.29520952 |1.04390957 0.76677771 0.86811808
Stichprobengrofie n 38 39 22 25
Standardfehler 0.21011073 |0.16715931 0.16347756 | 0.17362362
Fehlergroflie 0.41180863 |0.32762557 0.32040947 | 0.34029534
95 % Konfidenzintervall 2.11-2.94 2.80 - 3.46 3.08-3.72 3.11-3.79
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3.1.5. Untersuchung auf Einflussnahme durch die Wahl des Testdesigns

Bei der Untersuchung einer moglichen Einflussgro3e auf die Virustiterreduktion des
Vacciniavirus bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 durch die Wahl des
Testdesigns ist aufgefallen, dass die Daten bei den Zellkulturen so schlecht verteilt sind,
dass diese zusammengefasst als numerische Variabel in das Regressionsmodell
einflossen und somit ihr Effekt als linear zu interpretieren gilt. Es scheint weder nach
Methode DIN EN 14476 noch nach Methode DVV/RKI ein signifikanter Einfluss von den
Zellkulturen auszugehen. Hingegen konnte bei den Suspensionsversuchen nach DIN EN
14476 gezeigt werden, dass der P-Wert bei dem VVE bei 0,03 lag und somit eine
Nichteinflussnahme in 97.25% aller Falle ausgeschlossen werden konnte. Demzufolge
war der Einfluss durch die Wahl des Virus als signifikant einzustufen.

Ebenso fiel auf, dass Priflabor 2 einen P-Wert von 0,04 erreichte, wodurch sich die
Nullhypothese zu 96,18% ablehnen lasst. Folglich resultierte eine signifikante
Einflussnahme durch sowohl die Wahl des Virus als auch durch das Pruflabor 2. Die
errechneten Konfidenzintervalle zu Pruflabor 2 und dem VVE sind aus Tab. 3 zu
entnehmen. Bei den Suspensionsversuchen zu dem Vacciniavirus nach Methode
DVV/RKI ergab sich keine signifikante Einflussnahme durch die Wahl des Virus. Sondern
diesmal kam es zum signifikanten Einfluss durch das Priflabor 14. Dort konnte die Null-
Hypothese zu 99.26% abgelehnt werden. Auch hier lassen sich die Konfidenzintervalle zu

Pruflabor 14 aus A2 (siehe Anhang) entnehmen.

3.2 Bovine Viral Diarrhoe Virus

Die bei den Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 gemittelten RF zu dem BVDV werden
zunachst getrennt nach Testmethode im zeitlichen Verlauf zur Einwirkzeit betrachtet
(siehe 3.2.1) und weiterfuhrend nach Art des Priflabors (siehe 3.2.2) und des

Zellkultursystems (siehe 3.2.3) differenziert einander gegenibergestellt.
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Bovine Viral Diarrhoe Virus in Abhangigkeit der Einwirkzeit

In den folgenden Abb. 7 und Abb. 8 wurden flr die Suspensionsversuche mit den BVDV

die mittleren RF zu den jeweiligen Zeitintervallen gemittelt und nach Art der Testmethode
aufgeteilt dargestellt. So Iasst sich aus den Abbildungen der mittlere RF fur DIN EN 14476
und DVV/RKI nach 5 min, 15 min, 30 min und 60 min Einwirkzeit ablesen.
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Abb. 7: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem BVDV aus den Suspensionsversuchen Phase 2

Stufe

1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Einwirkzeiten. Dabei gibt n die absolute Anzahl der

Testergebnisse an.
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Abb. 8: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem BVDV aus den Suspensionsversuchen Phase 2
Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Einwirkzeiten. Dabei gibt n die absolute Anzahl der
Testergebnisse an.

Bei dem BVDV sind sowohl nach DIN EN 14476 als auch nach DVV/RKI die Anzahl der
Messwiederholungen zu den jeweiligen Zeitintervallen gleichmaRig verteilt. Dennoch ist
die absolute Anzahl an Messwiederholungen nach Testmethode DVV/RKI zu allen
Einwirkzeiten deutlich hoher. Bei einem direkten Vergleich der durchschnittlichen
Reduktion, sowie der Interquartilsabstande nach Methode DIN EN 14476 und DVV/RKI
ist auffallig, dass die durchschnittlichen Reduktionsstufen nach DVV/RKI deutlich
niedrigere Werte zeigen und Uber einen deutlich engeren Interquartilsabstand verfigen
als nach DIN EN 14476. Hier liegen die durchschnittlichen RF unter Testmethode DIN EN
14476 nach 5 min bei 1,96 Ig-Stufen, nach 15 min bei 3,1 Ig-Stufen, nach 30 min bei
2.96 Ig-Stufen und nach 60 min bei 3,17 Ig-Stufen. Hingegen die durchschnittlichen RF
nach DVV/RKI nach 5 min 1,13 Ig-Stufen, nach 15 min 1,5 Ig-Stufen, nach 30 min 1,63 Ig-
Stufen und nach 60 min 1,88 Ig-Stufen aufweisen.

Die Interquartilsabstande erstrecken sich nach DIN EN 14476 nach 5 min uber 1,39 Ig-
Stufen, nach 15 min Uber 1,74 Ig-Stufen, nach 30 min Uber 1,83 Ig-Stufen und nach 60
min Uber 2,15 Ig-Stufen. Nach DVV/RKI erstrecken sich die Interquartilsabstande nach 5
min Uber 0,62 Ig-Stufen, nach 15 min Uber 0,7 Ig-Stufen, nach 30 min Gber 0,75 Ig-Stufen
und nach 60 min uber 0,85 Ig-Stufen.
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Die grofere Streuung nach DIN EN 14476 konnte durch die deutlich niedrigeren

Messwiederholungen erklart werden. (Abb. 7 und 8)

3.2.2 Bovine Viral Diarrhoe Virus in Abhangigkeit der Priflabore

Im Folgenden werden die mittleren RF der BVDV separat nach Einwirkzeit auf die
beauftragten Priuflabore aufgeteilt und die verwendeten Testmethoden werden
vergleichend gegenlbergestellt. So lassen sich die Schwankungen innerhalb und

zwischen den Laboren gut sichtbar darstellen.
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B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 9a: Virusreduktionen fir BVDV als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 9b: Virusreduktionen fur BVDV als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 15 min.
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Abb. 9c: Virusreduktionen fir BVDV als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 30 min.
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Bovine Virus Diarrhea 60 Minuten
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Abb. 9d: Virusreduktionen fir BVDV als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 60 min.

Abb. 9a-d: Gegenlberstellung der Reduktionsstufen bei dem BVDV aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (griin) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 9a), 15 min (Abb. 9b), 30 min (Abb. 9c) und 60 min (Abb. 9d) in Bezug auf die Pruflabore.
Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Aus den Abb. 9a — d geht hervor, dass Pruflabor 3, 4 und 7 nach DIN EN 14476 zu jedem
Zeitpunkt hohere durchschnittliche RF erzielte als nach der Methode des DVV/RKI.
Einzige Ausnahme davon bildete Pruflabor 7 nach 5 min, dort war eine hohere
durchschnittliche Reduktion nach DVV/RKI zu verzeichnen. Anhand genauer Messwerte
werden die Unterschiede jetzt naher erlautert. So liegen die durchschnittlichen RF nach
Testmethode DIN EN 14476 fur Pruflabor 3 nach 5 min bei 2,58 Ig-Stufen, nach 15 min
bei 3,86 Ig-Stufen, nach 30 min bei 3,58 Ig-Stufen und nach 60 min bei 4 Ig-Stufen.
Hingegen die durchschnittlichen RF nach Testmethode DVV/RKI fur Priflabor 3 nach 5
min bei 1,14 Ig-Stufen, nach 15 min bei 1,86 Ig-Stufen, nach 30 und 60 min bei 2 Ig-Stufen
zeigen.

Die durchschnittlichen RF betragen fur Priflabor 4 nach Testmethode DIN EN 14476 nach
5 min 2,63 Ig-Stufen, nach 15 min 4,02 Ig-Stufen, nach 30 und 60 min 5,25 Ig-Stufen und
nach Testmethode DVV/RKI betragen sie nach 5 min 2.37 Ig-Stufen, nach 15 min 3,68 Ig-
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Stufen, nach 30 min 4,99 Ig-Stufen und nach 60 min 5,26 Ig-Stufen. Fur Pruflabor 7 liegen
die durchschnittlichen RF nach DIN EN 14476 nach 5 min bei 1,08 Ig-Stufen, nach 15, 30
und 60 min bei 2 Ig-Stufen. Hingegen liegen die durchschnittlichen RF fir dasselbe
Pruflabor nach DVV/RKI nach 5 min bei 1,44 Ig-Stufen und nach15 min bei 1,81 Ig-Stufen,
nach 30 und 60 min bei 1,88 Ig-Stufen und somit etwas niedriger als nach DIN EN 14476.

3.2.3 Bovine Viral Diarrhoe Virus in Abhangigkeit der Zellkultursysteme

In diesem Abschnitt werden zunachst die mittleren RF der BVDV bei Anwendung
unterschiedlicher Zellkultursysteme ermittelt und je nach Art der Testmethode in Abb. 10
und Abb. 11 getrennt dargestellt. Dies ermdglicht erste Vergleiche wie sich der RF bei
unterschiedlichen Zellkulturen unter verschiedenen Testbedingungen verhalt. Danach
werden die gemittelten RF der Zellkultursysteme nach Einwirkzeit berechnet, und weiter
in Abb. 12a — d dargestellt. Aussagen bezuglicher Einflussnahmen auf den RF kdnnen

somit weiter prazisiert werden.
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M Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 10: Verteilung der Ergebnisse aus den Suspensionsversuch Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI
in Bezug auf die verwendeten Zellkulturen bei der Ziichtung des BVDV. Dabei gibt n die absolute
Anzahl der Testergebnisse an.
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Abb. 11: Verteilung der Ergebnisse aus den Suspensionsversuch Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN
14476 in Bezug auf die verwendeten Zellkulturen bei der Ziichtung des BVDV. Dabei gibt n die
absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Das BVDV wurde fur die Durchfiihrung der Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 nach
DVV/RKI in Zellkultur 6, 11 und 15 und nach DIN EN 14667 in Zellkultur 11 und 15
gezichtet. Zu den Versuchen nach DIN EN 14476 lagen keine Daten fur die Zellkultur 6
VOr.

Aus Abb. 10 und 11 wird sichtbar, dass die Mehrheit des BVDV in Zellkultur 11 gezlchtet
und ein Grolteil der Versuche nach den Richtlinien der DVV/RKI durchgefuhrt wurden.
Nach DVV/RKI fiel die durchschnittliche Reduktion sowie der Interquartilsabstand bei dem
BVDV aus Zellkultur 11 geringer aus als nach DIN EN 14476. So liegt der
durchschnittliche RF fir Zellkultur 11 nach DIN EN 14476 bei 2.33 Ig-Stufen und nach
DVV/RKI bei nur 1.5 Ig-Stufen. Der Interquartilsabstand erstreckt sich nach DIN EN 14476
uber 1.16 Ig-Stufen und nach DVV RKI uber 0.75 Ig-Stufen. Bei Zellkultur 15 fallt die
durchschnittliche Reduktion bei den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 mit 4.64
lg-Stufen etwas hoher als nach DVV/RKI, die bei 4.34 Ig-Stufen liegt.
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Abb. 12a: Virusreduktionen fir BVDV als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 12b : Virusreduktionen fur BVDV als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 15 min.
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Abb. 12c : Virusreduktionen fir BVDV als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 30 min.

Bovine Virus Diarrhea 60 Minuten
6.00 DINEN 14476 DVV/RKI

5.00

Virus Reduktion [Ig TCID 50]
w IS
(=3 [=]
8 8

~
2
3

1.00 i

0.00
1 15 6 1 15
Zellkulturen

@ Zellkultur 11 (n=3) B Zellkultur 15 (n=1)

B Zellkultur 6 (n=2) B Zellkultur 11 (n=33)

M Zellkultur 15 (n=1) B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

M Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 12d : Virusreduktionen fir BVDV als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 60 min.

Abb. 12a-d: Gegenuberstellung der Reduktionsstufen bei dem BVDV aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (griin) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 12a), 15 min (Abb. 12b), 30 min (Abb. 12c¢) und 60 min (Abb. 12d) in Bezug auf die
Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Abb. 12a - d zeigen, dass sowohl die Interquartilsabstande als auch die durchschnittlichen
RF bei Zellkultur 11 nach DIN EN 14476 stets grofRer ausfallen als nach DVV/RKI. So liegt
der durchschnittliche RF fur Zellkultur 11 nach DIN EN 14476 nach 5 min bei 1,33 Ig-
Stufen, nach 15 und 30 min bei 2,33 Ig-Stufen, nach 60 min bei 3,17 Ig-Stufen. Hingegen
der durchschnittliche RF nach DVV/RKI nach 5 min bei 1,13 Ig-Stufen, nach 15 min bei
1,5 Ig-Stufen, nach 30 min bei 1,63 Ig-Stufen und nach 60 min bei 1,88 Ig-Stufen aufweist.

3.2.4 Erhebung der 95% Konfidenzintervalle

Anhand der Universitat Bonn vorliegenden Prifberichte und Gutachten wurden zu den
Suspensionsverfahren Phase 2 Stufe 1 mit dem BVDV die Konfidenzintervalle nach DIN
EN 14476 und DVV/RKI berechnet und auf bis zu zwei Nachkomma Stellen genau
angegeben. (Tab. 8,9)

Tab. 8: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des BVDV fir die Suspensionsversuche Phase
2 Stufe 1 nach DVV/RKI.

Virus Bovine Viral Diarrhoe Virus

Methode DVV/RKI

Zeit in min 5 15 30 60
Mittelwert 1.18061224 |1.61040816 1.85346939 |2.10527778
Standardabweichung 0.4810553 0.58136319 0.87865084 |1.02054183
Stichprobengrofie n 49 49 49 36
Standardfehler 0.06872219 0.08305188 0.12552155 |0.17009031
Fehlergrofie 0.13469273 |0.16277837 0.24601721 0.3333702
95 % Konfidenzintervall 1.05-1.32 1.45-1.76 1.61-21 1.76 —2.44

Tab. 9: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des BVDV fir die Suspensionsversuche Phase

2 Stufe 1 nach DIN EN 14476.

Virus Bovine Viral Diarrhoe Virus

Methode DIN EN 14476

Zeit in min 5 15 30 60
Mittelwert 1.8425 297 3.2075 3.3125
Standardabweichung 0.90404185 |1.15386308 1.57527511 1.62169407
Stichprobengrofie n 4 4 4 4
Standardfehler 0.45202093 |0.57693154 0.78763755 |0.81084704
Fehlergrofie 0.88594293 |1.13076274 1.5437381 1.58922776
95 % Konfidenzintervall 0.96-2.73 1.84-4.10 1.65-4.75 1.72-4.90




45

3.2.5. Untersuchung auf Einflussnahme durch die Wahl des Testdesigns

Bei der Untersuchung einer moglichen Einflussgrofde auf die durchschnittliche Reduktion
des BVDV bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe1 durch die Wahl des
Testdesigns fiel auf, dass die Daten der Pruflabore so schlecht verteilt waren, dass diese
zusammengefasst als numerische Variabel in das Regressionsmodell einflossen und
somit ihr Effekt als linear zu interpretieren galt. Bei der Auswertung der Ergebnisse bei
der Wahl der Zellkultur, konnte ebenfalls kein Einfluss nachgewiesen werden. Nur nach
Methode DVV/RKI schienen Zellkultur 15 einen Einfluss auf die Reduktion zu nehmen.
Trotz der niedrigen Anzahl an Messwiederholungen konnte die Null-Hypothese zu 99,19%
abgelehnt werden. Die dazugehorigen Konfidenzintervalle sind in A4 (siehe Anhang)
dargestellt. Wie aus A3 (siehe Anhang) zu entnehmen ist, konnte bei den
Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 kein Einfluss durch Zellkulturen oder

Pruflabore nachgewiesen werden.

3.3 Murines Parvovirus

Die bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 gemittelten RF zu dem Murinen
Parvovirus, werden zunachst getrennt nach Testmethode im zeitlichen Verlauf (unter
3.3.1) betrachtet und weiterfUhrend dann nach verwendeten Priflaboren (unter 3.3.2) und

Zellkultursystemen (unter 3.3.3) einander gegenubergestellt.

3.3.1 Murines Parvovirus in Abhangigkeit der Einwirkzeit

In den folgenden Abbildungen wurden flr die Suspensionsversuche mit dem Murinen
Parvovirus die mittleren RF zu den jeweiligen Zeit Intervallen gemittelt und nach
Testmethode aufgeteilt. So Iasst sich den Abbildungen der mittlere RF flr DIN EN 14476
und DVV/RKI nach 5 min, 15 min, 30 min und 60 min ablesen.
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Abb. 13: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Parvovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Einwirkzeiten. Dabei gibt
n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Abb. 14: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Parvovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Einwirkzeiten. Dabei
gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Bei der Durchfuhrung der Versuche mit dem Parvovirus lag bei beiden Methoden eine
vergleichbare Anzahl an Datensatzen vor. Abb. 13 und 14 zeigen, dass die
durchschnittliche Reduktion im Laufe der Zeit nach DVV/RKI stets héher ausfiel als nach
DIN EN 14476. So liegt der durchschnittliche RF des Murinen Parvovirus nach DIN EN
14476 nach 5 min bei 0,54 Ig-Stufen, nach 15 min bei 0,92 Ig-Stufen, nach 30 min bei 0,7
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lg-Stufen, nach 60 min bei 1,01 Ig-Stufen und nach 120 min bei 1,67 Ig-Stufen. Im
Vergleich liegen die durchschnittlichen RF nach DVV/RKI nach 5 min bei 1,07 Ig-Stufen,
nach 15 min bei 1,5 Ig-Stufen, nach 30 min bei 1,83 Ig-Stufen und nach 60 min bei 2,33
|g-Stufen. Ebenso auffallig ist, dass die Interquartilsabstande nach DVV/RKI kleiner sind
als nach der Methode DIN EN 14476. Die Interquartilsabstande betragen nach DVV/RKI
bei 5 min 0,81 Ig-Stufen, bei 15 min 0,87 Ig-Stufen, bei 30 min 0,42 Ig-Stufen und nach 60
min 0.38 Ig-Stufen. Dagegen betragen die Interquartilsabstande nach DIN EN 14476 bei
5 min 1,1 Ig-Stufen, bei 15 min 1,29 Ig-Stufen, bei 30 min 1,29 Ig-Stufen, bei 60 min 1,92
lg-Stufen und bei 120 min 0,28 Ig-Stufen. Zusatzlich war bei Methode DIN EN 14476 bei

30 min die durchschnittliche Reduktion rucklaufig.

3.3.2 Murines Parvovirus in Abhangigkeit der Pruflabore

Im Folgenden werden die mittleren RF des Murinen Parvovirus separat nach Einwirkzeit
auf die beauftragten Priflabore aufgeteilt und die verwendeten Testmethoden werden
vergleichend gegenlbergestellt. So lassen sich die Schwankungen innerhalb und

zwischen den Laboren gut sichtbar darstellen.
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Abb. 15a : Virusreduktionen fir Murines Parvovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen
Priflabore bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tGber 5 min.
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Abb. 15b: Virusreduktionen fir Murines Parvovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen

Priuflabore bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 15 min.
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Abb. 15c: Virusreduktionen fur Murines Parvovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen

Priflabore bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 30 min.
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Abb. 15d: Virusreduktionen fur Murines Parvovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen

Pruflabore bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd uber 60 min.

Abb. 15a-d: Gegenuberstellung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Parvovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grun) und DVV/RKI (blau) nach 5
(Abb. 15a), 15 (Abb. 15b), 30 (Abb. 15c) und nach 60 (Abb. 15d) min in Bezug auf die Priflabore.
Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Aus den Abb. 15a - d geht hervor, dass die Versuche, die nach Methode DIN EN 14476
in Pruflabor 12 durchgefuhrt wurden, bei 5 min und 15 min eine deutlich niedrigere
durchschnittliche Reduktion erzielen als nach Methode DVV/RKI. Der durchschnittliche
RF fur Pruflabor 12 nach DIN EN 14476 liegt nach 5 min bei 0,54 Ig-Stufen und nach 15
min bei 0,92 Ig-Stufen. Hingegen liegt der durchschnittliche RF nach DVV/RKI nach 5 min
bei 0,85 Ig-Stufen und nach 15 min bei 1,11 Ig-Stufe.

Nach 30 min und 60 min hingegen weisen die Suspensionsversuche aus diesem Priflabor
nach DIN EN 14476 eine hohere durchschnittliche Reduktion mit einer wesentlich
breiteren Streuung auf. So liegen dort die durchschnittlichen Reduktionen nach DIN EN
14476 bei 3,75 Ig-Stufen fur 30 min und bei 3,71 Ig-Stufen fur 60 min. Bei der Testmethode
DVV/RKI liegt die durchschnittliche Reduktion bei 1.66 Ig-Stufen fur 30 min und bei 2,38
lg-Stufen fir 60 min.
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Wie aus den Abb. 15a und b zu entnehmen ist, liegen fur Pruflabor 5 nach 5 min und 15
min bei Methode DIN EN 14476 keine Ergebnisse vor. Der durchschnittiche RF von
Pruflabor 5 ist nach 30 min nach Prifmethode DVV/RKI um 0,25 Ig-Stufen grof3er als nach
DIN EN 14476. Nach 60 min ist der durchschnittliche RF nach Prifmethode DIN EN 14476
mit 2,38 Ig-Stufen etwas grof3er als nach DVV/RKI, welcher 2 Ig-Stufen betragt.

3.3.3 Murines Parvovirus in Abhangigkeit der Zellkultursysteme

In diesem Abschnitt werden zunachst die mittleren RF des Murinen Parvovirus aus den
verschiedenen Zellkultursysteme gemittelt und auf die verwendeten Testmethoden
aufgeteilt. Dies ermdglicht erste Vergleiche zwischen den Zellkultursystemen und wie
diese sich unter verschiedenen Testmethoden verhalten. Danach werden die gemittelten
RF der Zellkultursysteme fur die einzelnen Zeitintervalle berechnet, sodass sich ggf.

prazisere Vergleiche bzw. Aussagen treffen lassen konnen.
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Abb. 16: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Parvovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt
n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Abb. 17: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Parvovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei
gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Sowohl nach Methode DIN EN 14476 als auch nach Methode DVV/RKI wurden das
Murinen Parvovirus hauptsachlich in Zellkultur 2 gezuchtet. Die durchschnittliche
Reduktion fallt in Zellkultur 2 nach DIN EN 14476 mit 0,94 Ig-Stufen deutlich geringer aus
als nach Prifmethode DVV/RKI, wo diese 1,75 Ig-Stufen betragt. Ebenso betragt der
Interquartilsabstand nach DIN EN 14476 1,25 Ig-Stufen und ist somit geringer als der
Interquartilsabstand nach DVV/RKI, welcher 1,06 Ig-Stufen betragt. (Abb. 16 und 17)
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Abb. 18a : Virusreduktionen fir Murines Parvovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen
Zellkulturen bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 18b: Virusreduktionen fur Murines Parvovirus als Ilg TCID50 der unterschiedlichen

Zellkulturen bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 15 min.
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Abb. 18c: Virusreduktionen fir Murines Parvovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen

Zellkulturen bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 30 min.
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Abb. 18d: Virusreduktionen fur Murines Parvovirus als Ilg TCID50 der unterschiedlichen
Zellkulturen bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 60 min.

Abb. 18a-d: Gegenlberstellung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Parvovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grun) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 18a), 15 min (Abb. 18b), 30 min (Abb. 18c) und nach 60 min (Abb. 18d) in Bezug auf
die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Die Abb. 18a — d verdeutlichen, dass die Werte der durchschnittlichen Reduktion des
Murinen Parvovirus die nach DIN EN 14476 in Zellkultur 2 gezlchtet wurden, bei allen
Zeitintervallen konstant niedriger ausfielen als nach Methode DVV/RKI. So liegen die
durchschnittlichen RF fur Zellkultur 2 nach DIN EN 14476 fur 5 und 15 min bei 0,17 Ig-
Stufen, far 30 min bei 0,57 Ig-Stufen und fur 60 min bei 1 Ig Stufe. Hingegen liegen die
durchschnittlichen RF fur Zellkultur 2 nach DVV/RKI fur 5 min bei 0,85 Ig-Stufen, fur 15
min bei 1,32 Ig-Stufen, fur 30 min bei 1,83 Ig-Stufen und fur 60 min bei 2 Ig-Stufen.

Die Interquartilsabstande waren bei Zellkultur 2 nach DIN EN 14467 bei 5 min und 15 min
ebenfalls kleiner als die Vergleichswerte des DVV/RKI, was sich darauf zurlckfihren
l&sst, dass jeweils nur eine Messwiederholung vorliegt.

Allerdings anderte sich dieser Sachverhalt nach 30 min und 60 min, da bei diesen

Zeitintervallen mehr Messwiederholungen vorliegen.

3.3.4 Erhebung der 95% Konfidenzintervallen

Anhand der Universitat Bonn vorliegenden Prifberichte und Gutachten wurden zu den
Suspensionsverfahren Phase 2 Stufe 1 mit
Konfidenzintervalle nach DIN EN 14476 und DVV/RKI berechnet und auf bis zu zwei

Nachkommastellen genau angegeben. (Tab. 10, 11)

dem Murinen Parvovirus die

Tab. 10: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Murinen Parvovirus fur die
Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI.

Virus Murines Parvovirus

Methode DVV/RKI

Zeit in min 5 15 30 60
Mittelwert 1.123 1.49666667 1.80285714 2.25
Standardabweichung 0.59775599 0.58062466 0.37178463 | 0.25683977
Stichprobengrofie n 10 9 7 7
Standardfehler 0.18902704 0.19354155 0.14052138 | 0.09707631
Fehlergrofie 0.37048544 0.37933371 0.27541629 | 0.19026568
95 % Konfidenzintervall 0.75-1.49 1.12-1.88 1.53-2.08 2.06-2.44




Tab. 11: Berechnung der

95%
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Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476.

Konfidenzintervalle des Murinen Parvovirus flr

die

Virus Murines Parvovirus

Methode DIN EN 14476

Zeit in min 5 15 30 60
Mittelwert 1.02666667 1.28 1.37846154 | 1.66307692
Standardabweichung 1.17797849 1.32713978 1.2743485 1.25375027
Stichprobengrofie n 3 3 13 13
Standardfehler 0.6801062 0.76622451 0.35344068 | 0.34772776
Fehlergrofie 1.33298095 1.50176939 0.6927296 0.6815325
95 % Konfidenzintervall -0.31-2.36 -0.22-2.78 0.69 —2.07 0.98-2.34

3.3.5 Untersuchung auf Einflussnahme durch die Wahl des Testdesigns

Bei der Untersuchung einer moglichen Einflussgrofie auf die durchschnittliche Reduktion
des Murinen Parvovirus bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 durch die Wahl
des Testdesigns war nach DIN EN 14476 die Datenlage bezuglich der Zellkulturen
unausreichend, sodass diese zusammengefasst als numerische Variabel in das
Regressionsmodell mit eingeflossen sind und somit ihr Effekt als linear zu interpretieren
galt. Dennoch zeigte sich, dass der P-Wert der Zellkulturen 0,0009 betrug und somit die
Zellkulturen nach DIN EN 14476 in 99,91% einen Einfluss auf die durchschnittliche
Reduktion hatten. Leider konnte aufgrund der durftigen Datenlage zwischen den
einzelnen Zellkulturen nicht weiter differenziert werden. Bei Pruflabor 12 und Pruflabor 14
waren die P-Werte so verschwindend gering, dass diese auf 0 gerundet wurden und somit
in nahezu 100% der Falle einen Einfluss auf die Reduktion ausubten. Bei Pruflabor 5 lag
der P-Wert bei 0,0017, sodass die Null-Hypothese in 99,83% der Falle abgelehnt werden
konnte. Die errechneten Konfidenzintervalle zu den Priflaboren 5, 12 und 14 in
Abhangigkeit der Zeitintervalle sind der Tab. 5 zu entnehmen. Bei der Untersuchung auf
Einflussnahme auf die Reduktion des Murinen Parvovirus nach DVV/RKI konnten weder
den Zellkulturen noch den Priflaboren ein signifikanter Einfluss nachgewiesen werden.
(A5 und A6 siehe Anhang)
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3.4 Adenovirus

Die bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 gemittelten RF zu dem Adenovirus,
werden zunachst getrennt nach Testmethode im zeitlichen Verlauf (unter 3.4.1) betrachtet
und weiterflhrend dann nach verwendeten Priflaboren (unter 3.4.2) und

Zellkultursystemen (unter 3.4.3) einander gegenubergestellt.

3.4.1 Adenovirus in Abhangigkeit der Einwirkzeit

In den folgenden Abb. 19 und Abb. 20 wurden flr Suspensionsversuche mit dem
Adenovirus die mittleren RF zu den jeweiligen Zeitintervallen ermittelt und nach Art der
Testmethode aufgeteilt dargestellt. Somit ist der mittlere RF fur die Prifmethode nach DIN
EN 14476 und DVV/RKI in Abb. 19 und Abb. 20 nach 5 min, 15 min, 30 min und 60 min
deutlich ablesbar.
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4.00
3.00

°
2.00

1.00 +
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Virus Reduktion [Ig TCID 50]
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M 5 (n=9) B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
[l 15 (n=10) [l Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
[ 30 (n=10) M Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

[l 60 (n=8) M Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 19: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Adenovirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Einwirkzeit. Dabei gibt n die absolute Anzahl der
Testergebnisse an.
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Abb. 20: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Adenovirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Einwirkzeit. Dabei gibt n die absolute Anzahl
der Testergebnisse an.

Wie aus den Abb. 19 und 20 zu entnehmen ist, wurde bei den Versuchen mit dem
Adenovirus nach Methode DIN EN 14476 und Methode DVV/RKI eine vergleichbar hohe
Anzahl an Versuchen durchgefuhrt.

Zudem waren bei beiden Methoden die Interquartilsabstande bei gleichem Zeitintervall,
mit Ausnahme nach 60 min, annahrend gleich und die Aufteilung der
Messwiederholungen zu den einzelnen Zeitintervallen gut vergleichbar. So betragen die
Interquartilsabstande nach 5 min fur DIN EN 14476 0,13 Ig-Stufen und fir DVV/RKI 0,35
lg-Stufen. Nach 15 min betragen sie fur DIN EN 14476 1,17 Ig-Stufen und fur DVV/RKI
1,08 Ig-Stufen. Der Interquartilsabstand nach 30 min flr DIN EN 14476 betragt 2,49 Ig-
Stufen und far DVV/RKI 2,55 Ig-Stufen. Nach 60 min erstreckt sich der
Interquartilsabstand flr DIN EN 14476 uber 1,75 Ig-Stufen, wahrend fur DVV/RKI der
Interquartilsabstand sich tGber 0.69 Ig-Stufen. Die durchschnittlichen Reduktionsstufen
lagen sowohl nach DIN EN 14476 als auch nach DVV/RKI bei allen Zeiteinheiten sehr nah
beieinander. Fur das Adenovirus liegt der mittlere RF nach DIN EN 14476 nach 5 min bei
1,17 Ig und nach DVV/RKI bei 1,13. Nach 15 min betragen die mittleren RF nach DIN EN
14476 nach 15 min bei 2,62 Ig-Stufen und nach DVV/RKI bei 2,63. Nach 30 min lagen diese
nach DIN EN 14476 bei 3,88 Ig-Stufen und nach DVV/RKI bei 3,07 Ig-Stufen. Die mittleren
RF betragen nach 60 min nach DIN EN 14476 4,13 Ig-Stufen. Zudem waren bei
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beiden Methoden die Interquartilsabstande bei gleichem Zeitintervall, mit Ausnahme nach
60 min, annahrend gleich und die Aufteilung der Messwiederholungen zu den einzelnen
Zeitintervallen gut vergleichbar. So betragen die Interquartilsabstande nach 5 min fur DIN
EN 14476 0,13 Ig-Stufen und fur DVV/RKI 0,35 Ig-Stufen. Nach 15 min betragen sie fur
DIN EN 14476 1,17 Ig-Stufen und fur DVV/RKI 1,08 Ig-Stufen. Der Interquartilsabstand
nach 30 min fur DIN EN 14476 betragt 2,49 Ig-Stufen und fur DVV/RKI 2,55 Ig-Stufen.
Nach 60 min erstreckt sich der Interquartilsabstand fur DIN EN 14476 Uber 1,75 Ig-Stufen,
wahrend fur DVV/RKI der Interquartilsabstand sich tber 0,69 Ig-Stufen erstreckt.

3.4.2 Adenovirus in Abhangigkeit der Pruflabore

Im Folgenden werden die mittleren RF des Adenovirus separat nach Einwirkzeit auf die
beauftragten Priflabore aufgeteilt und die verwendeten Testmethoden werden
vergleichend gegenibergestellt. So lassen sich die Schwankungen innerhalb und

zwischen den Laboren gut sichtbar darstellen.
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Abb. 21a : Virusreduktionen fur Adenovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 21b: Virusreduktionen fir Adenovirus Ig TCID50 der unterschiedlichen Pruflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 15 min.
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Abb. 21c: Virusreduktionen fir Adenovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei

Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 30 min.
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Abb. 21d: Virusreduktionen fur Adenovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 60 min.

Abb. 21a-d: Gegenuberstellung der Reduktionsstufen bei dem Adenovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (griin) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 21a), 15 min (Abb. 21b), 30 min (Abb. 21¢) und 60 min (Abb. 21d) in Bezug auf die
Priflabore. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Aus den Abb. 21a - d wird deutlich, dass sich nur schwer vergleichende Aussagen nur zu
Pruflabor 7 und 12 treffen lassen, da zu diesen nach beiden Testmethoden wenige
Messwiederholungen vorliegen. Bei Pruflabor 7 nach DIN EN 14476 unter
gleichbleibender Anzahl an Messwiederholungen wurden die Interquartilsabstande mit
zunehmender Einwirkzeit groRer, wobei der grofdte Interquartilsabstand nach 30 min zu
sehen war. So betragt der Interquartilsabstand nach 5 min 0,17 Ig-Stufen und nach 30 min
bereits 4,13 |g-Stufen. Zu Priuflabor 7 nach DVV/RKI liegen nur bei 15 min und 30 min Daten
vor, jedoch beziehen sich diese auf einzelne Versuche.

Zu Priflabor 12 liegen nach 15 min sowohl zu Testmethode DIN EN 14476 als auch zu
Testmethode DVV/RKI jeweils eine Messwiederholung vor. Nach 30 min liegt der
durchschnittlich RF nach DIN EN 14476 bei 2,89 Ig-Stufen und nach DVV/RKI bei 2,82 Ig-
Stufen. Nach 60 min liegt der durchschnittliche RF nach DIN EN 14476 bei 4,25 Ig-Stufen
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und nach DVV/RKI bei 2,63 Ig-Stufen. Sowohl nach 30 min als auch nach 60 min sind die

ungleiche Verteilung an Messwiederholungen zu berlcksichtigen.

3.4.3 Adenovirus in Abhangigkeit der Zellkultursysteme

In diesem Abschnitt werden zunachst die mittleren RF des Adenovirus bei Anwendung
unterschiedlicher Zellkultursysteme ermittelt und je nach Art der Testmethode in Abb. 22
und Abb. 23 getrennt dargestellt. Dies ermoglicht erste Vergleiche wie sich der RF bei
unterschiedlichen Zellkulturen unter verschiedenen Testbedingungen verhalt. Danach
werden die gemittelten RF der Zellkultursysteme nach Einwirkzeit berechnet, und weiter
in Abb. 24a - d dargestellt. Aussagen bezuglich Einflussnahmen auf den RF kdnnen u. U.

somit weiter prazisiert werden.
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Abb. 22: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Adenovirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der
Testergebnisse an.
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Abb. 23: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Adenovirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute
Anzahl der Testergebnisse an.

Abb. 22 und 23 zeigen, dass bei Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN
14476 das Adenovirus in Zellkultur 1, 6 und 9, und nach DVV/RKI in Zellkultur 1, 6 und 17
gezuchtet wurde. Nach beiden Methoden fand die Zichtung in Zellkultur 1 am haufigsten
statt. Bei Zellkultur 6 ist die durchschnittliche Reduktion nach DIN EN 14476 mit 2,5 Ig-
Stufen und nach DVV/RKI mit 2,63 Ig-Stufen nahezu gleich grof3. Bei Zellkultur 1 hingegen
fallt die durchschnittliche Reduktion nach DVV/RKI 0,5 Ig-Stufen geringer aus als nach
DIN EN 14476. Ebenso ist der Interquartilsabstand mit 2,11 Ig-Stufen nach DVV/RKI
etwas kleiner als nach DIN EN 14476.
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Abb. 24a : Virusreduktionen fiir Adenovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tuber 5 min.
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Abb. 24b : Virusreduktionen fir Adenovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 15 min.
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Abb. 24c: Virusreduktionen flr Adenovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 30 min.
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Abb. 24d : Virusreduktionen fir Adenovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 60 min.

Abb. 24a-d: Gegenuberstellung der Reduktionsstufen bei dem Adenovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grin) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 24a), 15 min (Abb. 24b), 30 min (Abb. 24c) und nach 60 min (Abb. 24d) in Bezug auf
die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.



65

Sowohl bei der Methode nach DIN EN 14476, als auch bei der Methode nach DVV/RKI
steigt die durchschnittliche Reduktion der Viren Uber die Zeitintervalle bei Zellkultur 1
stetig an. Zudem ist zu beobachten, dass sich die Interquartilsabstande bei Zellkultur 1
nach beiden Testmethoden bis zur 30. Minute vergrofRern und bei 60 min wieder
verringern. So steigt der Interquartilsabstand bei Zellkultur 1 nach DIN EN 14476 von 0,15
lg-Stufen nach 5 min auf 3,79 Ig-Stufen nach 30 min an, wahrend nach DVV/RKI der
Interquartilsabstand von 0,45 Ig-Stufen nach 5 min auf 2,98 Ig-Stufen ansteigt. Nach 60
min betragt der Interquartilsabstand nach DIN EN 14476 allerdings nur noch 0,75 Ig-
Stufen und nach DVV/RKI 0,38 Ig-Stufen.

Bei dem Adenovirus aus Zellkultur 6 fallt nach Methode DIN EN 14476 die
durchschnittliche Reduktion sowohl nach 5 min mit 1.64 Ig-Stufen als auch nach 15 min
mit 2,01 Ig-Stufen geringer aus als nach DVV/RKI. Nach 30 respektive 60 min erreichte
die durchschnittliche Reduktion bei beiden Methoden nahezu einen gleich grofien Wert.
So betragt diese nach 30 min 2,89 Ig-Stufen fur DIN EN 14476 und 2,82 Ig-Stufen fur
DVV/RKI. Nach 60 min liegt der durchschnittliche RF fur DIN EN 14476 bei 2,5 Ig-Stufen
fur DVV/RKI bei 2,63 Ig-Stufen. Weiterhin war auffallig, dass als nach DVV/RKI. (Abb. 24a
-d)

3.4.4 Erhebung der 95 % Konfidenzintervalle

Anhand der Universitat Bonn vorliegenden Prifberichte und Gutachten wurden zu den
Suspensionsverfahren Phase 2 Stufe 1 mit dem Adenovirus die Konfidenzintervalle nach
DIN EN 14476 und DVV/RKI berechnet und auf bis zu zwei Nachkommastellen genau
angegeben. (Tab. 12, 13)



Tab. 12: Berechnung der 95 % Konfidenzintervalle des Adenovirus fir die Suspensionsversuche

Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476.
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Virus Adenovirus

Methode DVV/RKI

Zeit in min 5 15 30 60
Mittelwert 243 2.74 3.01 3.39
Standardabweichung 1.4108069 0.90346136 240149234 | 1.47618276
Stichprobengréfe n 11 12 12 10
Standardfehler 0.42537429 0.26080683 0.69325112 | 0.46680998
Fehlergroflie 0.83371659 0.51117095 1.35874447 | 0.91492888
95 % Konfidenzintervall 1.60 - 3.27 2.23-3.25 1.65-4.37 2.48 — 4.31

Tab.13: Berechnung der 95 % Konfidenzintervalle des Adenovirus fir die Suspensionsversuche

Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476

Virus Adenovirus

Methode DIN EN 14476

Zeitin min 5 15 30 60
Mittelwert 1.25777778 3.02111111 3.14071429 | 3.48555556
Standardabweichung 0.34259224 1.00993635 1.70241215 | 1.40671592
Stichprobengrofie n 9 9 14 18
Standardfehler 0.11419741 0.33664545 0.45498879 | 0.33156612
Fehlergrofie 0.22382236 0.65981162 0.89175982 | 0.64985634
95 % Konfidenzintervall -0.7-1.48 2.36 - 3.68 2.25-4.03 3.15-4.13

3.4.5 Untersuchung auf Einflussnahme durch die Wahl des Testdesigns

Bei der Untersuchung einer mdglichen EinflussgroRe auf die Virustiterreduktion des
Adenovirus bei den Suspensionsversuchen durch die Wahl des Testdesigns musste
aufgrund der geringen Datenlage nach DIN EN 14476 die Zellkultur und nach DVV/RKI
das Priflabor als numerische Variable in das Regressionsmodell zusammengefasst
werden. Somit galt ihr Effekt als linear zu interpretieren.

Generell konnte mit Hilfe des linear gemischten Regressionsmodells keine signifikanten
Einflisse weder durch die Pruflabore noch durch die Zellkulturen nachgewiesen werden.
(A7 und A8 siehe Anhang)
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3.5 Murines Norovirus

Die bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 gemittelten RF zu dem Murinen
Norovirus werden zunachst getrennt nach Testmethode im zeitlichen Verlauf zur
Einwirkzeit betrachtet (siehe 3.5.1) und weiterfihrend nach Art des Priflabors (siehe

3.5.2) und des Zellkultursystems (siehe 3.5.3) differenziert einander gegenubergestellt.

3.5.1 Murines Norovirus in Abhangigkeit der Einwirkzeit

In den folgenden Abb. 25 und Abb. 26 wurden fir Suspensionsversuche mit dem Murinen
Norovirus die mittleren RF zu den jeweiligen Zeitintervallen ermittelt und nach Art der
Testmethode aufgeteilt dargestellt. Somit ist der mittlere RF fur die Prafmetthode nach
DIN EN 14476 und DVV/RKI in Abb.25 und Abb. 26 nach 5 min, 15 min, 30 min und 60

min eindeutig ablesbar.

Murines Norovirus DVV/RKI

4.00
3.00
2.00
1.00
5 15 30 60

0.00

Virus Reduktion [Ig TCID
50]

Zeit t in min
M 5 (n=3) B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
B 15 (n=5) M Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
B 30 (n=6) [ Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

[l 60 (n=5) W Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 25: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Norovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zeitintervalle. Dabei gibt
n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Abb. 26: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Norovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Zeitintervalle. Dabei
gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Abb. 25 und 26 zeigen, dass dreimal haufiger Versuche nach Methode DIN EN 14476 als
nach DVV/RKI durchgefuhrt wurden. Bei beiden Methoden war die Anzahl an
Messwiederholungen gleichmafig auf die unterschiedlichen Zeitintervalle verteilt. Aus
Abb. 25 geht hervor, dass bei dem Murinen Norovirus nach Methode DVV/RKI die
durchschnittliche Reduktion nach 30 min ricklaufig wird. So betragt der durchschnittliche
RF nach 15 min 2,02 Ig-Stufen und nach 30 min 1,5 Ig-Stufe.

Ebenso war zu beobachten, dass bei den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476
im Laufe der Zeit die Grolde der Interquartilsabstande zunahm. Nach 5 min betragt der
Interquartilsabstand noch 0,22 Ig-Stufen, wahrend nach 60 min dieser eine Ig Stufe
betragt.

Bei den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI fallt auf, dass hier die
Interquartilsabstande deutlich groRer ausfallen. So betragen diese nach 5 min 2,13 Ig-
Stufen, nach 15 min 1,93 Ig-Stufen, nach 30 min 1,86 Ig-Stufen und nach 60 min 0,91 Ig-
Stufen.
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3.5.2 Murines Norovirus in Abhangigkeit der Pruflabore

Im Folgenden werden die mittleren RF des Murinen Norovirus separat nach Einwirkzeit
auf die beauftragten Priflabore aufgeteilt und die verwendeten Testmethoden werden
vergleichend gegenubergestellt. So lassen sich die Schwankungen innerhalb und

zwischen den Laboren gut sichtbar darstellen.
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B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 27a : Virusreduktionen fur Murines Norovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore

bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 27b: Virusreduktionen fur Murines Norovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priiflabore
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 15 min.
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Abb. 27c: Virusreduktionen fir Murines Norovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priiflabore

bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 30 min.
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Abb. 27d: Virusreduktionen flr Murines Norovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 60 min.

Abb. 27a-d: Gegenlberstellung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Norovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grun) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 27a), 15 min (Abb. 27b), 30 min (Abb. 27c) und nach 60 min (Abb. 27d) in Bezug auf
die Pruflabore. Dabei gibt n die Anzahl der vorliegenden Testergebnisse an.

Bezugnehmend auf die durchschnittliche Reduktion konnte bei den Versuchen nach
DVV/RKI bei Pruflabor 12 nach 5 min, bei Pruflabor 7 und 12 nach 15 min und bei
Pruflabor 12 nach 30 min héhere Werte erreicht werden als bei der Methode nach DIN
EN 14476. So liegt nach DVV/RKI der durchschnittliche RF bei Priflabor 12 nach 5 min
bei 4,5 Ig-Stufen und nach DIN EN 14476 bei 5,63 Ig-Stufen. Nach 15 min liegt der
durchschnittliche RF von Pruflabor 12 nach DVV/RKI bei 4,5 Ig-Stufen und nach DIN EN
14476 bei 4,75 Ig-Stufen. Bei Priflabor 7 liegt der durchschnittliche RF zur selben Zeit
nach DVV/RKI bei 3,81 Ig-Stufen und nach DIN EN 14476 bei 1,62 Ig-Stufen. Nach 30
min liegt der durchschnittliche RF von Priflabor 12 nach DVV/RKI bei 3,25 Ig-Stufen,
wahrend dieser nach DIN EN 14476 bei 2,03 Ig-Stufen liegt.

Hingegen fiel nach 30 min bei Priflabor 2 und 7 die durchschnittliche Reduktion nach
Methode DIN EN 14476 hoher aus. So liegt fur Pruflabor 2 nach DIN EN 14476 die
durchschnittliche Reduktion bei 1,5 Ig-Stufen und fur Priflabor 7 bei 1,67 Ig-Stufen.
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Hingegen lagen diese nach DVV/RKI fur Pruflabor 2 bei 0,75 Ig-Stufen und fur Pruflabor
7 bei 0,39 Ig-Stufen.

Nach 60 min betragt die durchschnittliche Reduktion sowohl bei Pruflabor 7 als auch bei
Priflabor 12 nach DVV/RKI 3,72 Ig-Stufen und ist somit groRer als nach Methode DIN EN
14476.Praflabor 2 liegt nach 60 min mit einem durchschnittlichen RF von 2 Ig-Stufen nach
Testmethode DVV/RKI unterhalb des durchschnittlichen RF von Testmethode DIN EN
14476. (Abb. 27a - d)

3.5.3 Murines Norovirus in Abhangigkeit der Zellkultursysteme

In diesem Abschnitt werden zunachst die mittleren RF des Vacciniavirus bei Anwendung
unterschiedlicher Zellkultursysteme ermittelt und je nach Art der Testmethode in Abb. 28
und Abb. 29 getrennt dargestellt. Dies ermdglicht erste Vergleiche, wie sich der RF bei
unterschiedlichen Zellkulturen unter verschiedenen Testbedingungen verhalt. Danach
werden die gemittelten RF der Zellkultursysteme nach Einwirkzeit berechnet, und weiter
in Abb. 30a - d dargestellt. Aussagen beziglicher Einflussnahmen auf den RF kdnnen

u.U. somit weiter prazisiert werden.
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Abb. 28: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Norovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt
n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Abb. 29: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Norovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei
gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Abb. 28 und 29 zeigen, dass das Murine Norovirus sowohl nach Methode DIN EN 14476
als nach Methode DVV/RKI ausschlief3lich in Zellkultur 13 gezuchtet worden sind.

Die durchschnittliche Reduktion liegt bei Zellkultur 13 bei den Versuchen nach DIN EN
14476 bei 1,62 |g-Stufen und somit unterhalb der durchschnittlichen Reduktion nach
DVV/RKI, die bei 2,02 Ig-Stufen liegt.

Ebenso fallt der Interquartilsabstand nach DIN EN 14476 mit 1,54 Ig-Stufen deutlich
kleiner aus als nach DVV/RKI.
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Abb. 30a: Virusreduktionen fur Murines Norovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen

Zellkulturen bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 5 min.
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Abb. 30b: Virusreduktionen fir Murines Norovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen
Zellkulturen bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 15 min.
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Abb. 30c: Virusreduktionen fur Murines Norovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen
Zellkulturen bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 30 min.
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Abb. 30d: Virusreduktionen fir Murines Norovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen
Zellkulturen bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 60 min.

Abb. 30a-d: Gegenlberstellung der Reduktionsstufen bei dem Murinen Norovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grin) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 30a), 15 min (Abb. 30b), 30 min (Abb. 30c) und nach 60 min (Abb. 30d) in Bezug auf
die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Aus den Abb. 30a - d ist deutlich zu erkennen, dass die durchschnittliche Reduktion des
Murinen Norovirus aus Zellkultur 13 nach Methode DIN EN 14476 niedriger ausfallt als
bei den Versuchen nach DVV/RKI. Einzige Ausnahme bildet der nach 30 min erreichte
Wert. So betragt die durchschnittliche Reduktion nach 5 min fir DIN EN 14476 0,75 Ig-
Stufen und fir DVV/RKI 0,79 Ig-Stufen. Nach 15 min liegt die durchschnittliche Reduktion
fur DIN EN 14476 bei 1,33 Ig-Stufen, wahrend nach DVV/RKI diese 2,02 Ig-Stufen betragt.
Der durchschnittliche RF nach 30 min liegt bei Testmethode DIN EN 14476 bei 1,84 Ig-
Stufen und bei Testmethode DVV/RKI bei 1,5 Ig-Stufen. Nach 60 min liegt die
durchschnittliche Reduktion nach DIN EN 14476 bei 2,67 Ig-Stufen und nach DVV/RKI bei
3,72 Ig-Stufen.

Ebenso lief3 sich aus den Abb. entnehmen, dass die Interquartilsabstande nach Methode
DIN EN 14476 deutlich enger beieinander lagen. Einzige Ausnahme bilden die Werte nach

60 min.

3.5.4 Erhebung des 95% Konfidenzintervall

Anhand der Universitat Bonn vorliegenden Prifberichte und Gutachten wurden zu den
Suspensionsverfahren Phase 2 Stufe 1 mit dem Murinen Norovirus wurden die
Konfidenzintervalle nach DIN EN 14476 und DVV/RKI berechnet und auf bis zu zwei
Nachkomma Stellen genau angegeben (Tab. 14, 15).

Tab. 14: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Murinen Norovirus fur die
Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI

Virus Murines Norovirus

Methode DVV/RKI

Zeit in min 5 15 30 60
Mittelwert 1.84666667 2.568 1.835 3.402
Standardabweichung 2.081666 1.56562128 1.57198919 | 0.96001042
Stichprobengrofie n 3 5 6 5
Standardfehler 1.20185043 0.70016712 0.6417619 0.42932971
Fehlergrofie 2.35557876 1.37229955 1.25782765 | 0.84146906
95 % Konfidenzintervall -0.51-4.20 1.20-3.94 0.26 —3.09 256-4.24
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Tab. 15: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Murinen Norovirus fir die
Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476

Virus Murines Norovirus

Methode DIN EN 14476

Zeit in min 5 15 30 60
Mittelwert 1.16583333 1.57545455 2.035625 2.79470588
Standardabweichung 1.44006602 1.09668011 1.15243492 | 0.88500789
Stichprobengrolde n 12 11 16 17
Standardfehler 0.41571125 0.3306615 0.28810873 | 0.05205929
Fehlergrofie 0.81477743 0.64808331 0.56468159 | 0.10203412
95 % Konfidenzintervall 0.35-1.98 0.93-2.22 1.47 -2.60 2.69-2.89

3.5.5 Untersuchung auf Einflussnahme durch die Wahl des Testdesigns

Bei der Untersuchung einer mdglichen Einflussgréfie auf die durchschnittliche Reduktion
des Murinen Norovirus bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 durch die Wahl
des Testdesigns fiel auf, dass aufgrund der einseitigen Datenlage der Zellkulturen diese
zusammengefasst als numerische Variabel in das linear gemischte Regressionsmodell
einflieen musste. Anhand der statistischen Analyse konnte nachgewiesen werden, dass
weder die Zellkulturen noch die Priflabore einen signifikanten Einfluss auf die Reduktion
hatten (A9 und A10 siehe Anhang).

3.6 Poliovirus

Die bei den Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 gemittelten RF zu dem Poliovirus
werden zunachst getrennt nach Testmethode im zeitlichen Verlauf zur Einwirkzeit
betrachtet (siehe 3.6.1) und weiterfhrend nach Art des Priflabors (siehe 3.6.2) und des

Zellkultursystems (siehe 3.6.3) differenziert einander gegenlbergestellt.

3.6.1 Poliovirus in Abhangigkeit der Einwirkzeit

In den folgenden Abb. 31 und Abb. 32 wurden fir Suspensionsversuche mit Poliovirus die
mittleren RF zu den jeweiligen Zeitintervallen ermittelt und nach Art der Testmethode
aufgeteilt dargestellt. Somit ist der mittlere RF flr die Prifmetthode nach DIN EN 14476



78

und DVV/RKI in Abb. 31 und Abb. 32 nach 5 min, 15 min, 30 min und 60 min sehr gut

ablesbar.
Poliovirus DVV/RKI
. 6.00
8 ° °
o 5.00 o
.h_) ° °
o 4.00 ==
5 3.00 ° ° é
% 2.00 _ ¢
——
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B 15 (n=14) M Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
[l 30 (n=15) B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
B 60 (n=15) M Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

120 (n=8) M Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden
(n=8)

Abb. 31: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Poliovirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zeitintervalle. Dabei gibt n die absolute Anzahl
der Testergebnisse an.

8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00

2.00

Virus Reduktion [Ig TCID 50]

1.00

0.00

Poliovirus DIN EN 14476

. E—
5 15 30
Zeitt in min

[ 5 (n=4) M Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
[ 15 (n=4) B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
[ 30 (n=7) B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

60 (n=9) I Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden
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Abb. 32: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Poliovirus aus den Suspensionsversuchen

Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Zeitintervalle. Dabei gibt n die absolute
Anzahl der Testergebnisse an.
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Aus Abb. 31 und 32 ging hervor, dass wesentlich mehr Versuche nach Methode DVV/RKI
als nach Methode DIN EN 14476 durchgeflhrt wurden. Bei den Versuchen nach DVV/RKI
lag die meiste Anzahl an Messungen bei 15 min, 30 min und 60 min vor. Nach Methode
DIN EN 14476 waren die Messungen, wenn auch in geringer Anzahl, gleichmafig auf die
Zeitintervalle verteilt.

Sowohl bei den Versuchen nach DIN EN 14476, als auch bei den Versuchen nach
DVV/RKI steigt die durchschnittliche Reduktion des Poliovirus stetig an und auch alle
Interquartilsabstande liegen sehr dicht beieinander. Einzige Ausnahme bildete der
Interquartilsabstands nach Methode DIN EN 14476 bei 30 min. Dieser betragt 2,75 Ig-
Stufen.

Nach 5 min und 15 min erzielte die durchschnittliche Reduktion nach Methode DIN EN
14476 einen geringeren Wert, hingegen sie nach 30 und 60 min nach Methode DVV/RKI
héher ausfiel. So liegt der durchschnittliche RF nach 5 min fir DIN EN 14476 bei 0,59 Ig-
Stufen und fur DVV/RKI bei 0,87 Ig-Stufen. Nach 15 min betragt der durchschnittliche RF
fur DIN EN 14476 1,17 Ig-Stufen und fur DVV/RKI 1,19 Ig-Stufen. Der durchschnittliche
Reduktionsfaktor nach 30 min betragt fur DIN EN 14476 1,75 Ig-Stufen und fur DVV/RKI
1,63 Ig-Stufen. Nach 60 min liegt der durchschnittliche RF fur DIN EN 14476 bei 2,5 Ig-
Stufen und fur DVV/RKI bei 2,38 Ig-Stufen

3.6.2 Poliovirus in Abhangigkeit der Pruflabore

Im Folgenden werden die mittleren RF des Poliovirus separat nach Einwirkzeit auf die
beauftragten Priuflabore aufgeteilt und die verwendeten Testmethoden werden
vergleichend gegenibergestellt. So lassen sich die Schwankungen innerhalb und

zwischen den Laboren gut sichtbar darstellen.
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Abb. 33a: Virusreduktionen fir Poliovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Pruflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 5 min.
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Abb. 33b: Virusreduktionen fiir Poliovirus als I|g TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 15 min.
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Abb. 33c: Virusreduktionen fir Poliovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 30 min.
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Abb. 33d: Virusreduktionen flr Poliovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflabore bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 60 min.

Abb. 33a-d: Gegenlberstellung der Reduktionsstufen bei dem Poliovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grun) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 33a), 15 min (Abb. 33b), 30 min (Abb. 33c) und nach 60 min (Abb. 33d) in Bezug auf
die Priflabore. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Aus Abb. 33a geht hervor, dass die durchschnittliche Reduktion nach 5 min nach DVV/RKI
bei Priflabor 12 mit 3,25 |Ig-Stufen wesentlich hdher lag als nach DIN EN 14476. Nach 15
min ist die durchschnittliche Reduktion nach DVV/RKI bei Pruflabor 7 mit 3 I1g-Stufen und
bei Pruflabor 12 mit 3,5 Ig-Stufen gréf3er als nach Testmethode DIN EN 14476. Wie aus
Abb. 33c hervor geht sind nach 30 min die durchschnittlichen RF nach Testmethoden DIN
EN 14476 bei Priuflabor 7 mit 1,5 Ig-Stufen, Pruflabor 10 mit 1,75 Ig-Stufen und Priflabor
12 mit 2 Ig-Stufen insgesamt grofRer ausgefallen als nach DVV/RKI. Nach 60 min ist die
durchschnittliche Reduktion bei Priflabor 2 und 12 nach Testmethode DIN EN 14476
niedriger als nach Testmethode DVV/RKI. Bei Pruflabor 7 und 10 hingegen ist die
durchschnittliche Reduktion nach DIN EN 14476 groRer als nach Testmethode DVV/RKI.
Die durchschnittliche Reduktion nach 60 min betragt nach DIN EN 14476 fur Pruflabor 2
2,12 Ig-Stufen, fur Priuflabor 7 2,33 Ig-Stufen, fur Priflabor 10 2,37 Ig-Stufen und fur
Pruflabor 12 3 Ig-Stufen. Hingegen betragt die durchschnittliche Reduktion nach DVV/RKI
fur Pruflabor 2 2,88 Ig-Stufen, flr Pruflabor 7 0,26 Ig-Stufen, flr Pruflabor 10 2,25 Ig-
Stufen und fur Priflabor 12 3,25 Ig-Stufen.

3.6.3 Poliovirus in Abhangigkeit der Zellkultursysteme

In diesem Abschnitt werden zunachst die mittleren RF des Poliovirus bei Anwendung
unterschiedlicher Zellkultursysteme ermittelt und je nach Art der Testmethode in Abb. 34
und Abb. 35 getrennt dargestellt. Dies ermdglicht erste Vergleiche wie sich der RF bei
unterschiedlichen Zellkulturen unter verschiedenen Testbedingungen verhalt. Danach
werden die gemittelten RF der Zellkultursysteme nach Einwirkzeit berechnet, und weiter
in Abb. 36a - d dargestellt. Aussagen bezuglicher Einflussnahmen auf den RF kdnnen

u.U. somit weiter prazisiert werden.
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Abb. 34: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Poliovirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der
Testergebnisse an.
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Abb. 35: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Poliovirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute
Anzahl der Testergebnisse an.

Das Poliovirus wurde sowohl nach Methode DIN EN 14476 als auch nach Methode
DVV/RKI in Zellkultur 4, 6, 9 gezichtet. Bei beiden Methoden fand Zellkultur 4 die
haufigste Anwendung.
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Abb. 34 und 35 zeigen, dass die durchschnittliche Reduktion des Poliovirus in Zellkultur 4
nach DIN EN 14476 deutlich geringer ausfiel und Uber einen wesentlichen kleineren
Interquartilsabstand verfugte. Der durchschnittliche RF fur Zellkultur 4 nach DIN EN 14476
betragt 1,5 Ig-Stufen, wahrend sich dieser nach DVV/RKI auf 2 Ig-Stufen belauft. Im
Vergleich zu Zellkultur 4 ist der durchschnittliche RF sowie der Interquartilsabstand des
Poliovirus aus Zellkultur 9 sowohl nach DIN EN 14476 als nach DVV/RKI deutlich groRer.
So betragt der durchschnittliche RF nach DIN EN 14476 4,25 |g-Stufen und fur DVV/RKI
3,39 Ig-Stufen. (Abb. 34, 35)
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M Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 36a : Virusreduktionen flr Poliovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 36b: Virusreduktionen fir Poliovirus als I|g TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 15 min.
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Abb. 36c¢: Virusreduktionen flr Poliovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei

Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 30 min.



86

Poliovirus 60 Minuten

6.00 DIN EN 14476 DVV/RKI

=)
=]

|
L}

~
=
8

Virus Reduktion [Ig TCID 50]

1.00

0.00 a 6 9 4 6 9
Zellkulturen

@ Zellkultur 4 (n=5) B Zellkultur 6 (n=1)

@ Zellkultur 9 (n=3) B Zellkultur 4 (n=11)

B Zellkultur 6 (n=2) W Zellkultur 9 (n=2)

B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 36d: Virusreduktionen fur Poliovirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen bei
Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 60 min.

Abb. 36a-d: Gegenlberstellung der Reduktionsstufen bei dem Poliovirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grun) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 36a), 15 min (Abb. 36b), 30 min (Abb. 36¢) und nach 60 min (Abb. 36d) in Bezug auf
die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Nach 5 min zeigte die durchschnittliche Reduktion bei dem Poliovirus, die in Zellkultur 4
gezuchtet worden sind, nach Methode DIN EN 14476 deutlich niedrigere Werte als nach
DVV/RKI. So liegt der durchschnittliche RF fur Prifmethode DIN EN 14476 nach 5 min
bei 0,5 Ig-Stufen und fur DVV/RKI bei 1,07 Ig-Stufen. Bei dem Poliovirus aus Zellkultur 9
war die durchschnittliche Reduktion nach beiden Methoden exakt gleich gro. Nach 15
min war die durchschnittliche Reduktion des Poliovirus aus Zellkultur 4 bei beiden
Methoden nahezu gleich. So betragt der durchschnittiche RF nach DIN EN 14476 1,17
lg-Stufen und nach DVV/RKI 1,13 Ig-Stufen. Hingegen zeigt die Auswertung bei dem
Poliovirus aus Zellkultur 9 bei den Versuchen nach DVV/RKI deutlich héhere Werte mit
einem sehr grolRen Interquartilsabstand.

Sowohl nach 30 min als auch nach 60 min lagen die durchschnittliche Reduktion der
Zellkultur 4 bei beiden Testmethoden sehr nah beieinander. So liegen die
durchschnittlichen Reduktionen nach 30 min nur 0,13 Ig-Stufen und nach 60 min 0,1 Ig-

Stufen auseinander.
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Bei Zellkultur 9 ist in denselben Zeitintervallen die durchschnittliche Reduktion nach DIN
EN 14476 hoher ausgefallen. So liegt die durchschnittliche Reduktion nach 30 min fir DIN
EN 14476 bei 3,64 Ig-Stufen und far DVV/RKI bei 5,5 Ig-Stufen. Nach 60 min liegt die
durchschnittliche Reduktion fur das Poliovirus aus Zellkultur 9 fur DIN EN 14476 bei 5,5
lg-Stufen und fiir DVV/RKI bei 3,39 Ig-Stufen (Abb. 36a - d).

3.6.4 Erhebung der 95% Konfidenzintervalle

Anhand der Universitat Bonn vorliegenden Prufberichte und Gutachten wurden zu den
Suspensionsverfahren Phase 2 Stufe 1 mit dem Poliovirus die Konfidenzintervalle nach
DIN EN 14476 und DVV/RKI berechnet und auf bis zu zwei Nachkomma Stellen genau
angegeben. (Tab. 16, 17)

Tab. 16: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Poliovirus fur die Suspensionsversuche
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI.

Virus Poliovirus

Methode DVV/RKI

Zeitin min 5 15 30 60 120

Mittelwert 1.884 1.58142857 | 1.88066667 | 2.63466667 3.6275

Standardabweichung 2.1093553 | 1.30506621 | 0.92849699 | 0.8729236 | 0.51651995
5

Stichprobengréfie n 5 14 15 15 8

Standardfehler 0.9433323 | 0.34879362 | 0.23973689 | 0.2253879 | 0.18261738
9

Fehlergrofie 1.8488937 | 0.68362153 | 0.46987472 | 0.44175127 | 0.35792276
5

95 % 0.04-373| 090-226 | 141-235 | 2.20-3.08 | 3.27-3.99

Konfidenzintervall




Tab. 17: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Poliovirus fir die Suspensionsversuche

Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476.
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Virus Poliovirus

Methode DIN EN 14476

Zeitin min 5 15 30 60
Mittelwert 0.585 1.375 3.10714286 | 3.18444444
Standardabweichung 0.34588052 0.65653129 2.32414654 | 1.39784755
Stichprobengrolde n 4 4 7 9
Standardfehler 0.17294026 0.32826564 0.87844482 | 0.46594918
Fehlergrofie 0.33895599 0.64338753 1.72171671 | 0.91324176
95 % Konfidenzintervall 0.25-0.92 0.73-2.02 1.39-4.83 2.27-410

3.6.5 Untersuchung auf Einflussnahme durch die Wahl des Testdesigns

Bei der Untersuchung einer mdglichen Einflussgréfie auf die durchschnittliche Reduktion
des Poliovirus bei den Suspensionsversuchen durch die Wahl des Testdesigns fiel auf,
dass die Daten der Zellkulturen so schlecht verteilt waren, dass sowohl nach Methode
DIN EN 14476 als auch nach Methode DVV/RKI diese als numerische Variabel in das
Regressionsmodell einflossen und somit ihr Effekt als linear zu interpretieren galt. Bei den
Suspensionsversuchen nach Methode DIN EN 14476 konnte kein Einfluss durch die
Priflabore und Zellkulturen festgestellt werden. (A11 siehe Anhang).

Die Suspensionsversuchen nach Methode DVV/RKI fuhrten zum Ergebnis, dass bei den
Zellkulturen in 99,99% die Null-Hypothese abgelehnt werden konnte und diese somit
einen signifikanten Einfluss auf das Ergebnis haben. Leider konnte aufgrund der durftigen
Datenlage die Einflisse der einzelnen Zellkulturen nicht naher bestimmt werden. Bei den
Pruflaboren, konnte bei Pruflabor 4 ebenfalls zu 99,99% eine Nichteinflussnahme
Pruflabor 12 zu 98,05%.
Konfidenzintervalle sind aus A12 (siehe Anhang) zu entnehmen.

ausgeschlossen werden und bei Die dazugehdrigen

3.7 Polyomavirus

Die bei den Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 gemittelten RF zu dem Polyomavirus

werden zunachst getrennt nach Testmethode im zeitlichen Verlauf zur Einwirkzeit



89

betrachtet (siehe 3.7.1) und weiterfuhrend nach Art des Pruflabors (unter 3.7.2) und des

Zellkultursystems (siehe 3.7.3) differenziert einander gegenubergestellt.

3.7.1 Polyomavirus in Abhangigkeit der Einwirkungszeit

In den folgenden Abb. 37 und Abb. 38 wurden flr Suspensionsversuche mit dem
Polyomavirus die mittleren RF zu den jeweiligen Zeitintervallen ermittelt und nach Art der
Testmethode aufgeteilt dargestellt. Somit ist der mittlere RF fur die Prufmetthode nach
DIN EN 14476 und DVV/RKI in Abb. 37 und Abb. 38 nach 5 min, 15 min, 30 min und 60
min sehr gut ablesbar.
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M 5 (n=10) M@ Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

M 15 (n=15) @ Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

B 30 (n=15) @ Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

H 60 (n=15) M Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 37: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Polyomavirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zeitintervalle. Dabei gibt n die absolute Anzahl
der Testergebnisse an.
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Abb. 38: Verteilung der Reduktionsstufen bei dem Polyomavirus aus den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Zeitintervalle. Dabei gibt n die absolute
Anzahl der Testergebnisse an.

Aus Abb. 37, 38 ist zu entnehmen, dass der uUberwiegende Anteil der
Suspensionsversuche nach Testmethode DVV/RKI durchgefluhrt wurde. Bei beiden
Methoden erfolgte eine gleichmafige Verteilung auf die jeweilig geforderten Zeitintervalle.
Auffallig ist, dass die Werte der durchschnittlichen Reduktion bei beiden Methoden sehr
eng beieinander lagen. Generell fallen sie nach Methode DVV/RKI etwas kleiner aus.

So liegt die durchschnittliche Reduktion flir das Polyomavirus bei Testmethode DIN EN
14476 nach 5 min bei 0,67 Ig-Stufen, wahrend nach DVV/RKI diese bei 0,37 Ig-Stufen
liegt. Nach 15 min ist die durchschnittliche Reduktion nach DIN EN 14476 bei 1 Ig Stufe
und nach DVV/RKI bei 0,63 Ig-Stufen. Nach 30 min fallt die durchschnittliche Reduktion
nach DVV/RKI mit 1,25 Ig-Stufen ebenfalls niedriger als nach DVV/RKI aus. Ausschliche
Ausnahme bilden die Werte nach 60 min. So liegt der durchschnittliche Reduktionsfaktor
nach DVV/RKI bei 2,25 Ig-Stufen und nach DIN EN 14476 bei 1,67 Ig-Stufen.

Die Interquartilsabstande sind nach beiden Methoden nahezu gleich gro3. So erstrecken
sich diese nach DVV/RKI von 0,33 Ig-Stufen nach 5 min bis 0,91 Ig-Stufen nach 60 min
und nach DIN EN 14476 von 0,25 Ig-Stufen nach 5 min bis 0,77 Ig-Stufen nach 60 min.
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3.7.2 Polyomavirus in Abhangigkeit der Pruflabore

Im Folgenden werden die mittleren RF des Polyomavirus separat nach Einwirkzeit auf die
beauftragten Pruflabore aufgeteilt und die verwendeten Testmethoden werden
vergleichend gegenlbergestellt. So lassen sich die Schwankungen innerhalb und

zwischen den Laboren gut sichtbar darstellen.
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B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 39a: Virusreduktionen fir Polyomavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflaboren
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Polyomavirus 15 Minuten
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Abb. 39b : Virusreduktionen fiir Polyomavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflaboren
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Uber 15 min.

350 DINEN 14476 DVV/RKI

¥

3.00

2.50

Virus Reduktion [Ig TCID 50]

1.00

0.50

0.00

@ Labor 7 (n=3)

H Labor 4 (n=1)

M Labor 7 (n=1)

M Labor 10 (n=8)

B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

2.00
1.50

Polyomavirus 30 Minuten

6 7 8 10 12
Priiflabore
B Labor 12 (n=1)
M Labor 6 (n=1)
M Labor 8 (n=1)
M Labor 12 (n=2)
B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 39c¢ : Virusreduktionen fur Polyomavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflaboren
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 30 min.
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Polyomavirus 60 Minuten
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Abb. 39d : Virusreduktionen flir Polyomavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Priflaboren
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 60 min.

Abb. 39a-d: Gegenuberstellung der Reduktionsstufen bei dem Polyomavirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grun) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 39a), 15 min (Abb. 39b), 30 min (Abb. 39c) und nach 60 min (Abb. 39d) in Bezug auf
die Priflabore. Dabei gibt n die Anzahl der vorliegenden Testergebnisse an.

Abb. 39a — d zeigen, dass uber alle Zeitintervalle hinweg, die durchschnittliche Reduktion
nach Methode DVV/RKI fur Priflabor 7 deutlich hoher liegt. So liegen die
durchschnittlichen RF nach DVV/RKI von dem Polyomavirus in Pruflabor 7 nach 5 min bei
1,94 Ig-Stufen, nach 15 min bei 1,6 Ig-Stufen, nach 30 min bei 1,85 Ig-Stufen und nach 60
min bei 2,91 Ig-Stufen. Wahrenddessen liegen die durchschnittichen RF nach DIN EN
14476 nach 5 min bei 0,67 Ig-Stufen, nach 15 min bei 1 Ig Stufe, nach 30 min bei 1,67 Ig-
Stufen und nach 60 min bei 1,83 Ig-Stufen.

Ebenso fielen die Interquartilsabstande nach Methode DVV/RKI in dem Zeitintervall 15
min und 30 min deutlich groRer aus als nach Methode DIN EN 14476.

3.7.3 Polyomavirus in Abhangigkeit der Zellkultursysteme

In diesem Abschnitt werden zunachst die mittleren RF des Polyomavirus bei Anwendung

unterschiedlicher Zellkultursysteme ermittelt und je nach Art der Testmethode in Abb. 40
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und Abb. 41 getrennt dargestellt. Dies ermdglicht erste Vergleiche wie sich der RF bei
unterschiedlichen Zellkulturen unter verschiedenen Testbedingungen verhalt. Danach
werden die gemittelten RF der Zellkultursysteme nach Einwirkzeit berechnet, und weiter
in Abb. 42a - d dargestellt. Aussagen bezuglicher Einflussnahmen auf den RF kénnen

u.U. somit weiter prazisiert werden.
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B Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 40: Verteilung der Reduktion des Polyomavirus aus den Suspensionsversuchen Phase 2
Stufe 1 nach DVV/RKI in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der
Testergebnisse an.
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Abb. 41: Verteilung der Reduktion des Polyomavirus aus den Suspensionsversuchen Phase 2
Stufe 1 nach DIN EN 14476 in Bezug auf die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der
Testergebnisse an.

Das Polyomavirus in Anwendung nach Methode DIN EN 14476 wurde in Zellkultur 7 und
14 gezichtet und nach Methode DVV/RKI zusatzlich in Zellkultur 6. Bei beiden Methoden
war ein deutlicher Schwerpunkt bei den Versuchen auf Zellkultur 7 zu erkennen.

Bei Zellkultur 7 fiel nach Methode DIN EN 14476 sowohl die durchschnittliche Reduktion
des Polyomavirus als auch der Interquartilsabstand wesentlich hdher aus als bei den
Versuchen nach DVV/RKI. So liegt die durchschnittliche Reduktion des Polyomavirus aus
Zellkultur 7 nach Testmethode DIN EN 14476 bei 1,42 Ig-Stufen und nach Testmethode
DVV/RKI bei 1 Ig Stufe.

Bei Zellkultur 14 hingegen fuhrte das Ergebnis der durchschnittichen Reduktion nach
Methode DIN EN 14476 mit 1,01 Ig-Stufen zu einem etwas niedrigeren Wert als nach
DVV/RKI.
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Abb. 42a : Virusreduktionen fur Polyomavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 5 min.
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Abb. 42b: Virusreduktionen fir Polyomavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 15 min.
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Abb. 42c: Virusreduktionen fir Polyomavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd tber 30 min.
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Abb. 42d: Virusreduktionen fir Polyomavirus als Ig TCID50 der unterschiedlichen Zellkulturen
bei Behandlung mit 0,7% Formaldehyd Gber 60 min.

Abb. 42a-d: Gegenuberstellung der Reduktionsstufen bei dem Polyomavirus aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476 (grin) und DVV/RKI (blau) nach 5
min (Abb. 42a), 15 min (Abb. 42b), 30 min (Abb. 42c) und nach 60 min (Abb. 42d) in Bezug auf
die Zellkulturen. Dabei gibt n die absolute Anzahl der Testergebnisse an.
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Nach Abb. 42a - d liegt der Wert der durchschnittlichen Reduktion bei dem Polyomavirus
aus Zellkultur 7 nach Methode DVV/RKI zu jedem Zeitintervall niedriger als bei den
Versuchen nach Methode DIN EN 14476. Einzige Ausnahme bildete der Messwert nach
60 min. So liegt der mittlere RF flr das Polyomavirus aus Zellkultur 7 in den
Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 fir 5 min bei 0,67 Ig-Stufen, nach 15 min bei
1 Ig Stufe, nach 30 min bei 1,67 Ig-Stufen und nach 60 min bei 1,83 Ig-Stufen.
durchschnittliche RF fur
Suspensionsversuchen nach DVV/RKI nach 5 min bei 0,35 Ig-Stufen, nach 15 min bei
0,63 Ig-Stufen, nach 30 min bei 1,25 Ig-Stufen und nach 60 min bei 2,25 Ig-Stufen.

Wahrenddessen liegt der das Polyomavirus in den

3.7.4 Erhebung der 95% Konfidenzintervalle

Anhand der Universitat Bonn vorliegenden Prifberichte und Gutachten wurden zu den
Suspensionsverfahren Phase 2 Stufe 1
Konfidenzintervalle nach DIN EN 14476 und DVV/RKI berechnet und auf bis zu zwei
Nachkomma Stellen genau angegeben (Tab. 18,19).

mit dem Polyomavirus wurden die

Tab. 18: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Polyomavirus flr die Suspensionsversuche
Phase 2 Stufe 1 nach DVV/RKI.

Virus Polyomavirus

Methode DVV/RKI

Zeitin min 5 15 30 60

Mittelwert 0.61 0.855333333 1.281333333 |2.136666667
Standardabweichung 0.673894156 |0.641592513 0.634269734 |0.712547409
Stichprobengrofie n 10 15 15 15
Standardfehler 0.213104043 |0.165658474 0.163767741 |0.18397895
Fehlergroie 0.417675401 |0.324683984 0.320978222 | 0.360591382
95 % Konfidenzintervall 0.19-1.03 0.53-1.18 0.96 — 1.60 1.77 -2.50




Tab. 19: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Polyomavirus flr die Suspensionsversuche
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Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476

Virus Polyomavirus

Methode DIN EN 14476

Zeitin min 5 15 30 60
Mittelwert 0.61 1.05666667 1.565 1.9775
Standardabweichung 0.25534291 1 0.72766751 | 0.93242962
Stichprobengrofie n 3 3 4 4
Standardfehler 0.1474223 0.57735027 0.36383375 |0.46621481
Fehlergrofie 0.2889418 1.13158343 0.7130996 0.91376238
95 % Konfidenzintervall 0.32-0.90 -0.07 -2.19 0.85-2.28 1.06 —2.89

3.7.5 Untersuchung auf Einflussnahme durch die Wahl des Testdesigns

Bei der Untersuchung der moglichen EinflussgroRen auf die durchschnittliche Reduktion
des Polyomavirus bei den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI durch die Wahl des
Testdesigns mussten aufgrund der Datenlage die Zellkulturen als lineare Variabel
zusammengefasst werden. Dennoch konnten mit Hilfe des linear gemischten
Regressionsmodells keine signifikanten Einflisse weder durch die Zellkulturen noch
durch die Priflabore nachgewiesen werden.

Bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach Methode DIN EN 14476 war die
Datenlage ungeniigend, sodass die Pruflabore und Zellkulturen des Polyomavirus nicht

auf ihre Einflussgrofie untersucht werden konnte (A13 siehe Anhang).

3.8 Rotavirus

Die bei den Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 gemittelten RF zu den Rotaviren
werden zunachst getrennt nach Testmethode im zeitlichen Verlauf zur Einwirkzeit
betrachtet (siehe 3.8.1) und weiterflihrend nach Art des Priflabors (siehe 3.8.2) und des

Zellkultursystems (siehe 3.8.3) differenziert einander gegenubergestellt.

3.8.1 Rotavirus in Abhangigkeit der Einwirkungszeit

In den folgenden Abb.43 wurden fur Suspensionsversuche mit Rotavirus die mittleren RF

zu den jeweiligen Zeitintervallen ermittelt und nach Art der Testmethode aufgeteilt
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dargestellt. Somit ist der mittlere RF fur die Prufmetthode nach DIN EN 14476 und
DVV/RKI in Abb. 43 nach 5, 15, 30 und 60 min sehr gut ablesbar.
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30 (n=7) [ Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

60 (n=8) M Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 43: Verteilung der Ergebnisse aus den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach DIN
EN 14476 zu dem Rotavirus auf die Einwirkungszeit. Dabei gibt n die absolute Anzahl der
Testergebnisse an.

Die Versuche mit dem Rotavirus fanden nahezu ausschlief3lich nach Methode DIN EN
14476 statt. Es gab nur einen einzigen Versuch nach den Richtlinien DVV/RKI. Daher
werden in den folgenden Abschnitten lediglich die Ergebnisse nach DIN EN 14476
beschrieben.

Die durchschnittliche Reduktion nach Methode DIN EN 14476 war in ihrem Wert nach 5
min mit 1,83 Ig-Stufen hdher als nach 15 min, wo die durchschnittliche Reduktion 1,33 Ig-
Stufen betragt. Erstaunlicherweise fallt die durchschnittiche Reduktion nach 30 min

ebenfalls hoher aus als nach 60 min.

3.8.2 Rotavirus Priflabor

Die Datenlage zu den Priflaboren des Rotavirus ist unzureichend, sodass keine
graphische Veranschaulichung und demnach sich auch keine Aussagen uber die

Priflabore treffen lassen.
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3.8.3 Rotavirus in Abhangigkeit der Zellkultursysteme

Rotavirus DIN EN 14476

(Ig TCID 50]

Virus Reduktion
o
8

Zellkulturen

Zellkultur 12 (n=19) B Unteres Quartil = 25% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes
W Oberes Quartil = 75% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes B Median = 50% der Daten sind kleinergleich diesen Wertes

B Interquartilsabstand = Wertebereich in dem sich die mittleren 50% der Daten befinden

Abb. 44: Verteilung der Ergebnisse aus den Suspensionsversuch Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN
14476 in Bezug auf die verwendeten Zellkulturen bei der Zichtung des Rotavirus. Dabei gibt n die
absolute Anzahl der Testergebnisse an.

Das Rotavirus nach DIN EN 14476 wurden nur auf Zellkultur 12 gezlchtet. So betrug die
durchschnittliche Reduktion 2 Ig-Stufen bei sehr geringen Interquartilsabstanden. (Abb.
44)

3.8.4 Erhebung der 95% Konfidenzintervalle

Anhand der Universitat Bonn vorliegenden Prifberichte und Gutachten wurden zu den
Suspensionsverfahren Phase 2 Stufe 1 mit dem Rotavirus wurden die Konfidenzintervalle
nach DIN EN 14476 und DVV/RKI berechnet und auf bis zu zwei Nachkomma Stellen
genau angegeben. (Tab. 20)



Tab. 20: Berechnung der 95% Konfidenzintervalle des Rotavirus fur die Suspensionsversuche

Phase 2 Stufe 1 nach DIN EN 14476
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Virus Rotavirus

Methode DIN EN 14476

Zeitin min 5 15 30 60
Mittelwert - 1.49666667 2.45142857 |2.37875
Standardabweichung - 0.28867513 1.08330403 | 1.02379459
Stichprobengréfie n - 3 7 8
Standardfehler - 0.16666667 0.40945044 |0.36196605
Fehlergrofie - 0.32666 0.80250648 |0.70943897
95 % Konfidenzintervall - 1.17-1.82 1.65-3.25 1.67 —3.09

3.8.5 Untersuchung auf Einflussnahme durch die Wahl des Testdesigns

Aufgrund der geringen Datenlage bei der Durchfuhrung der Versuche mit verschiedenen
Zellkulturen, war eine Analyse mittels des gemischten linearen Regressionsmodel leider

nicht moglich. Daher konnten die Suspensionsversuche nach DIN EN 14476 nicht auf

mdgliche EinflussgréfRen durch Zellkultur und Priflabor nicht untersucht werden.
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4, Diskussion

Ziel dieser Arbeit war, die Bestimmung moglicher EinflussgroRen durch die Wahl der
Rahmenbedingungen bei der Viruzidietestung zu evaluieren und zu den jeweiligen
Faktoren die 95% Konfidenzintervalle zu bestimmen, sodass flr Versuche
unterschiedlicher Art feste KenngrofRen festgelegt werden konnen. Im Folgenden wird die

Einschrankung der Ergebnisse dargestellt, sowie eine endgtiltige Hypothese aufgestellt.

4.1 Aufstellung der Hypothesen

Wir formulierten unsere erste Hypothese, dass die Wahl der Pruflabore und Zellkulturen
einen signifikanten Einfluss auf die Virustiterreduktion mit 0.7% Formaldehyd als
Referenzsubstanz bei den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 ausuben.
Desweiteren war unsere Zielsetzung die dazugehdrigen 95% Konfidenzintervalle so zu
definieren, dass zukulnftig ein auf das Testdesign individuell zugeschnittener Reduktions-
bereich angegeben werden kann.

Daher stellten wir eine zweite Hypothese auf, die besagte, dass anhand der Datenbank,
die auf der Grundlage, der beim Verbund flir angewandte Hygiene eingereichten
Gutachten und Prifberichten erstellt worden ist, sich die von DVV/RKI und DIN

herausgegebenen Referenzbereiche weiter prazisieren lassen.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Diskussion der Ergebnisse zu dem Vacciniavirus
4221 Deskriptive Statistik

Aus Abb.1 und 2 lie} sich ableiten, dass die durchschnittliche Reduktion bei dem
Vacciniavirus aus den Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 nach Methode DVV/RKI
wesentlich geringer ausfiel und weniger streute. Dabei war zu berlcksichtigen, dass nach
Methode DIN EN 14476 hauptsachlich das MVA zum Einsatz kamen und nach Methode
DVV/RKI uUberwiegend das VVE. Bei den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476
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zeigte VVE einen signifikanten Einfluss auf die Reduktion. Somit lieR sich die
Beobachtung von Abb.1 und 2 nicht ohne weiteres bestatigen.

Bei der Gegenuberstellung der Zellkulturen unter 3.1.2 war die in Abb. 4 und 5 aufgefuhrte
Verteilung der Haufigkeiten zu bertcksichtigen. Ein Grof3teil der Daten konzentrierte sich
auf Zellkultur 5 und 10. Bei den restlichen Zellkulturen lagen Datensatze nur in einem
niedrig einstelligen Bereich vor. Besonders kam dies unter Berucksichtigung der zeitlichen
Reduktionsintervalle zum Ausdruck (Abb. 6a-d). Anhand der deskriptiven Statistik konnte
daher keine treffende Aussage hinsichtlich der Einflussnahme der Zellkulturen formuliert
werden.

Die Anzahl der Suspensionsversuche war, mit Ausnahme von Pruflabor 7 nach DIN EN
14476 und Pruflabor 10 nach DVV/RKI, auf alle Priuflabore gleichmaRig verteilt. Die
absolute Haufigkeit der Versuche pro Pruflabor war allerdings sehr niedrig (Tab.2 und A2).
Besonders deutlich wurde dies bei Berticksichtigung der Zeitintervalle (Abb. 3a-d). Daher
konnten auch hier keine aussagekraftigen Ruckschlisse aus der deskriptiven Statistik
gezogen werden.

Eine inhomogene Verteilung der Messwiederholungen, sowohl bei den Zellkulturen als
auch bei den Priflaboren machte es zudem unmadglich aus den Graphiken einheitliche

Tendenzen herauszufiltern.

42.2.2 Analytische Statistik

Bei der Untersuchung moglicher Einflussgréfien auf die Reduktion des Vacciniavirus bei
Suspensionsversuchen nach Methode DIN EN 14476 fiel auf, dass sowohl das VVE sowie
das Pruflabor 2 einen signifikanten Einfluss zeigten.

Bei den errechneten Konfidenzintervallen zu Priflabor 2 bei dem Vacciniavirus nach DIN
EN 14476 war die untere Grenze sinngemal} auf 0 hochzustufen, da die Reduktion in der
Praxis nicht kleiner O werden kann. Auch wenn die errechneten 95% Konfidenzintervalle
weit aulBerhalb der tatsachlich gemessenen Reduktionsfaktoren lagen, waren diese
aufgrund der Streuung der Datenlage dennoch als zutreffend zu beurteilen. Davon
abgesehen war ein derartig breites Konfidenzintervall nicht von sonderlich hoher

Aussagekraft, weswegen dieses als weniger gebrauchlich einzustufen ist.
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Ebenfalls war bei diesem gemischten linearen Regressionsmodell das adjustierte [IE von
0,196 zu berucksichtigen. Das adjustierte @ gibt an, wieviel Prozent der Ergebnisse durch
die unabhangigen Variablen erklart werden kdnnen. Anhand des adjustierten E von 0,196
konnte in diesem Modell folglich nur 19,6% der Reduktionsfaktoren mit den Einflissen
von Praflabor und Zellkultur erklart werden. Aufgrund des niedrigen [Iz waren die
EinflussgrofRe von Priflabor 2, sowie des VVE weiterhin zu relativieren (Tab. 3).

Bei den Suspensionsversuchen nach Methode DVV/RKI zu dem Vacciniavirus, ergab die
Untersuchung auf mogliche Einflussfaktoren, dass Pruflabor 14 in 99.26% einen Einfluss
auf die Reduktionsstufe zeigte. Auch hier galt bei den errechneten Konfidenzintervallen
die untere Grenze sinngemall auf O anzuheben. Dennoch zeigte sich ein
Konfidenzintervall, welches Uber eine grolle Spannweite verfigte und dadurch wenig
Aussagekraft zeigte. Bei der Betrachtung des adjustierten E fiel auf, dass mit Hilfe des
linear gemischten Regressionsmodells knapp 61% (E =0,6081) der Ergebnisse mit
unabhangigen Variablen erklart werden konnten. Dies bedeutete, dass der Einfluss von
Priflabor 14 nicht als geringfiigig zu bewerten war (A2 siehe Anhang).
Interessanterweise lagen die unter 3.1.1.4 berechneten 95% Konfidenzintervalle des
Vacciniavirus aufgrund ihrer hohen Datenlage sowohl nach Methode DVV/RKI als auch
nach Methode DIN EN 14476 sehr nah beieinander. Somit eigneten sie sich als
Referenzbereich ausgesprochen gut. Darlber hinaus sind in der aktuellen Literatur
vergleichbare Reduktionsfaktoren aufzufinden. So zeigen die Ergebnisse von Bust U. et
al 2012 sowohl fur VACV als auch fur MVA nach DVV/RKI, dass der Reduktionsfaktor
nach 5 min zwischen 1,15 1 0,28 und 2,09 nach 30 min zwischen 2,14 und 2,62 und nach
60 min zwischen 2,14 und 3,16 log Stufen lag. Auch Hanisch M. et al 2015 fuhrten in ihren
Untersuchungen an, dass nach DVV/RKI Richtlinien mit 2% Formaldehyd es bei 25°C /
37°C bzw. 25°C / 60°C (bei diesen Versuchen wurde nach der Haélfte der Einwirkzeit die
Temperatur von 25°C auf 37°C bzw. von 25°C auf 60°C erhdht) nach bereits 30 Minuten
zu einer kompletten Virusreduktion kam. Bei konstanten 37°C konnte dies ebenfalls nach
30 min und 60 min Einwirkzeit erzielt werden. Auch wenn nach Hanisch M. et al 2015 die
Konzentration an Formaldehyd deutlich hoher lag, zeigt es, dass die von uns errechneten
95% Konfidenzintervalle sich sehr gut eignen lassen, um anhand von ihnen neue

Richtwerte fir die Viruzidieprifung festzulegen.Fir die Suspensionsverfahren Phase 2
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Stufe 1 mit dem Vacciniavirus nach Methode DIN EN 14476 lie3en sich die vorgegebenen
Referenzbereiche in meine Arbeit nicht nur weiter einschranken, sondern es konnten auch
bei 30 min und 60 min neue Referenzbereiche generiert werden. Fur die
Suspensionsversuche Phase 2 Stufe 1 nach Methode DVV/RKI konnten anhand der
errechneten Konfidenzintervalle neue Richtstandards bestimmt und festgelegt werden.

4.2.3 Diskussion der Ergebnisse zu Bovines Viral Diarrhoe Virus

4.2.3.1 Deskriptive Statistik

Abb. 7 und 8 zeigen deutlich, dass die durchschnittliche Reduktion bei dem BVDV nach
Methode DVV/RKI wesentlich geringer ausfiel als nach Methode DIN EN 14476. Zudem
war eine geringere Streuung zu erkennen. Trotz der hoheren Anzahl an
Messwiederholungen bei Methode DVV/RKI fielen hier die Interquartilsabstande
wesentlich kleiner aus. Auffallig war die recht hohe Streuung der Reduktionswerte bei
Methode DIN EN 14476. Dies war durch die niedrige Anzahl an Messungen (n=4) zu
erklaren, da bei einer geringen Anzahl an Wiederholungen einzelne Unterschiede mehr
ins Gewicht fallen.

Bei den Ergebnissen der Pruflabore fiel auf, dass Pruflabor 3 und 4 nach Methode DIN
EN 14476 trotz der wenigen Messwiederholungen durchschnittlich hdhere
Reduktionsstufen erzielten als nach Methode DVV/RKI. Auch hier Ubten bei einer
niedrigen Anzahl an Versuchen die einzelnen Ausreil3er einen groReren Einfluss aus. Wie
aus A14 zu entnehmen war, lag eine ungleiche Datenverteilung nach Methode DVV/RKI
zu den Priflaboren vor. Die Datenlage bei Priflabor 3, 4 und 7 war vergleichbar, auch
wenn diese nur durftig ausfiel

Die Abb. 9a — d zeigten, dass innerhalb der Reduktionszeitintervalle oft nur einzelne
Messwerte miteinander verglichen werden konnten. Daher war es nicht mdglich
aussagekraftige Ruckschllsse zu ziehen.

Aus Abb. 10 und 11 lie® sich die Tendenz ableiten, dass bei beiden Methoden die
Reduktion des BVDV bei den Zellkultur 15 deutlich hoher ausfiel als bei dem BVDV aus

Zellkultur 11. Diese Aussage traf ebenso bei den Messungen mit den unterschiedlichen
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Zeitintervallen zu. Anhand der Datenbank wurde schnell sichtbar, dass es nur einen
einzigen Versuch zu Zellkultur 15 gab, bei denen die einzelnen Reduktionswerte sehr
hoch ausfielen. Dies trug malRgeblich dazu bei, dass Zellkultur 15 einen signifikanten

Einfluss auf die Reduktion zeigte.

4.2.3.2 Analytische Statistik

Bei der Untersuchung maglicher EinflussgroRen auf die Reduktion des BVDV bei
Suspensionsversuchen nach Methode DVV/RKI fiel auf, dass Zellkultur 15 einen
signifikanten Einfluss zeigte. Bei dem errechneten 95% Konfidenzintervall musste die
untere Grenze zwar sinngemal} nicht auf 0 angehoben werden, fiel aber dennoch sehr
breit aus. Daruber hinaus musste auch bei diesem linearen Regressionsmodell das
adjustierte [IE von 0.364 berlcksichtig werden, mit dem grade mal 36.4% der Reduktion
durch die unabhangigen Variablen erklart werden konnte. Daraus ergab sich, dass die
Einflisse durch Zellkultur 15 als sehr aussageschwach einzustufen waren (A4, siehe
Anhang).

Die aus Tab. 8 errechneten 95% Konfidenzintervalle zu dem BVDV nach Methode
DVV/RKI lagen aufgrund der hohen Datenmenge sehr eng beieinander und eigneten sich
daher ausgesprochen gut als Referenzbereich fur zukinftige Versuche. Leider fiel die
Datenlage bei dem BVDV nach Methode DIN EN 14476 vergleichend gering aus,
weswegen die 95 % Konfidenzintervalle bei 15 min, 30 Minute und 60 min etwas gréRRer
ausfielen.

Bei der Untersuchung auf mdgliche Einflusse durch die Wahl der Priflabore und
Zellkulturen auf die Reduktion bei den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476,
konnte kein Einfluss nachgewiesen werden. Die zu dem BVDV errechneten 95%-
Konfidenzintervalle, basieren auf einer kleinen StichprobengréRe und resultieren daher
in einem vergleichsweise weitem Konfidenzintervall und sind daher auch als weniger

gebrauchlich einzustufen (Tab. 9 und A3, siehe Anhang).

Die Literaturrecherche zu dem BVDV zeigte leider keine vergleichbaren Ergebnisse, die

sich fUr einen weiteren Vergleich heranziehen liel3en.
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4.2.4 Diskussion der Ergebnisse zu dem Murinen Parvovirus

4241 Deskriptive Statistik

Die Reduktion des Murinen Parvovirus fiel nach den Richtlinien DVV/RKI durchschnittlich
grofRer aus als nach Methode DIN EN 14476. Nach 30 min war nach Methode DIN EN
14476 ein deutlich sichtbarer Ruckgang der durchschnittlichen Reduktion zu erkennen.
Zum einen fiel die Anzahl der Messwiederholungen zu den Zeitintervallen 5 min und 15
min sehr gering aus. Hier konnten die wenigen Ergebnisse daher schnell zu einer
vergleichsweise hohen durchschnittlichen Reduktion fuhren. Zum anderen wurde die
Reduktion bei den meisten Messungen erstmalig nach 30 min gemessen. Dies und die
auffallend niedrigen Reduktionsstufen nach 30 min und 60 min legen nahe, dass das
Murine Parvovirus nach Methode DIN EN 14476 wesentlich mehr Zeit bendtigten, um
reduziert zu werden. (Abb. 13 und 14)

Bei den vorliegenden Ergebnissen zu den Pruflaboren (3.3.2) war die durftige und
ungleichmalige Verteilung der Datenlagen zu berucksichtigen. So lagen bei den
Praflaboren nach Methode DVV/RKI fast doppelt so viele Versuche vor wie nach Methode
DIN EN 14476. Aus den Abb. 15a — d ging hervor, dass bei den Vergleichen Uber die
Zeitintervalle hinweg, haufig nur einzelne Messwerte miteinander verglichen werden
konnten, oder wie bei Pruflabor 5 teilweise keine einzigen Messwerte vorlagen. Dies

erschwerte eindeutige Aussagen Uber die Tendenzen der Priflabore.

Bei der Gegenuberstellung der Anzahl Messungen von Zellkultur 2 bei beiden Methoden
war die Anzahl der Messwiederholungen vergleichbar haufig. Hier fallt auf, dass die
Anzahl der Messwiederholungen zu Zellkultur 2 nach Methode DIN EN 14476 zu
ungleichen Teilen auf die Zeitintervalle 30 min und 60 min verteilt waren. Dennoch kam
man zu dem Entschluss, dass die durchschnittliche Reduktion sowohl allgemein als auch
uber alle Zeitintervalle hinweg nach Methode DIN EN 14476 niedriger ausfiel als nach
Methode DVV/RKI (Abb. 16 — 18d).

4242 Analytische Statistik

Bei der Untersuchung einer moglichen Einflussgrofle auf die Reduktion des Murinen
Parvovirus in den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 fiel auf, dass Pruflabor 5,

12 und 14 allesamt einen sehr niedrigen P-Wert erreichten. Dies erklarte, dass diese
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Variablen zu einer sehr hohen Wahrscheinlichkeit einen Einfluss auf die Reduktion
ausubten. Daruber hinaus lag ein sehr hohes adjustiertes @ von 0.878 vor. Mit diesem
Wert liel} sich zeigen, dass mittels des gemischten linearen Regressionsmodells sich
87.8% der Reduktionen mit den unabhangigen Variablen erklaren lassen. Daher galt der
Einfluss dieser Pruflabore nicht als geringfugig einzustufen. Dennoch erstreckten sich die
errechneten Konfidenzintervalle Uber eine sehr grolle Spanne, so dass diese flr eine
Vorhersage der Ergebnisse unter diesen Rahmenbedingungen nicht geeignet waren. Bei
Pruflabor 5 mussten die unteren Werte des Konfidenzintervalls bei 5 min und 15 min
sinngemal® auf 0 hochgestuft werden. Auch hier konnte die gro3e Spanne der
Konfidenzintervalle wieder aufgrund der durftigen Datenlage zu den betroffenen
Pruflaboren erklart werden (A5, siehe Anhang). Bei der unter 3.3.4 Berechnung der
Konfidenzintervalle des Murinen Parvovirus, war erkenntlich, dass die Konfidenzintervalle
nach Methode DVV/RKI aufgrund ihrer vergleichbar héheren Datenlage im Vergleich zu
Methode DIN EN 14476 enger beieinander lagen. Somit konnten sie ausgesprochen gut
als Referenzbereich fur zukinftige Messungen herangezogen werden. Im Gegensatz
dazu lagen bei den Suspensionsverfahren nach Methode DIN EN 14476 nach 5 und 15
min eine geringe Datenmenge vor, wodurch der 95%ige Konfidenzbereich etwas groler
ausfiel. Um fur diese Zeitintervalle prazisere neue Konfidenzintervalle definieren zu
konnen, hatte eine hohere Anzahl an Messungen vorliegen mussen. Allerdings sind bei
DIN EN 14476 nach 30 und 60 min die Stichprobengroflen etwas hoher, wobei die
Konfidenzintervalle hier trotzdem recht weit auseinander liegen (Tab. 10 und 11).

Nims R.W. et al 2013 stellten in ihren Versuchen dar, dass die Reduktion flr unbehllte
Viren, insbesondere fir das Polyomavirus und das Murine Parvovirus, niedrige Werte
erzielten. Sie stellten unter Beweis, dass gerade diese Viren eine hohe Resistenz gegen
verschiedene Arten der Inaktivierung aufweisen. Dies bewahrheitet sich auch bei unseren
95% Konfidenzintervallen nach DIN EN 14476, wo deren untere Grenze nach 5 min und
15 min negativ ausfiel und sinngemaf auf 0 angehoben werden musste. Auch nach 30

min war die untere Grenze nur knapp grofer O.

Bezugnehmend auf meine Arbeit wird aus Anhang 6 deutlich, dass weder das Pruflabor
noch die Zellkultur einen Einfluss auf die Reduktion des Murinen Parvovirus nach
Testmethode DVV/RKI haben (siehe Anhang).
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4.2.5 Diskussion der Ergebnisse zu dem Adenovirus

4251 Deskriptive Statistik

Anhand der deskriptiven Statistik liel3 sich folgern, dass in den Suspensionsversuchen
Phase 2 Stufe 1 bei dem Adenovirus sowohl nach Methode DIN EN 14476 als auch nach
Methode DVV/RKI zu den jeweiligen Zeitintervallen vergleichbare Reduktionswerte erzielt
werden konnten. Dennoch war die Anzahl der Wiederholungen nicht sonderlich grof}, um
dieses generell bestatigen zu kénnen. (Abb. 19 und 20)

Aussagekraftige Ruckschlusse zu den Priflaboren sowie den Zellkulturen konnten

aufgrund mangelnder Datenlage nicht getroffen werden.

4252 Analytische Statistik

Bei der Untersuchung einer moéglichen Einflussgrof3e auf die Reduktion des Adenovirus
in den Suspensionsversuchen sowohl nach DIN EN 14476 als auch nach DVV/RKI
konnten keine signifikanten Einflussgréfien nachgewiesen werden (A7 und A8, siehe
Anhang).

Bei der unter 3.4.4 durchgefuhrten Berechnung der Konfidenzintervalle wurde erkenntlich,
dass die Konfidenzintervalle nach Methode DVV/RKI trotz der hohen Datenlage recht weit
auseinander lagen. Besonders auffallig waren die Konfidenzintervalle zu den
Reduktionsstufen nach 5 min, 30 min und 60 min. Diesmal war zu vermuten, dass dem
kein mathematisches Problem zu Grunde lag, denn die Rohdaten aus der Datenbank
zeigten, dass zu diesen Zeitintervallen die Messergebnisse tatsachlich sehr weit
auseinander lagen. Nur bei der Reduktion nach 15 min fiel das 95% Konfidenzintervall
kleiner aus. Auch hier lagen in der Datenbank vorliegenden Werte tatsachlich naher
beieinander (Tab. 18).

Brandstadt A. et al 2004 zeigten, dass bei den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI das
Adenovirus mit 0,7% Formaldehyd nach 5 min ein Reduktionsfaktor von 1,1, nach 15 min
von 2,8 und nach 60 min von 3,2 log Stufen erreichte. Daher stuften sie Reduktion von
Adenoviren durch 0,7% Formaldehyd als geringfugig ein. Hanisch M. et al 2015 hingegen
kamen zu dem Ergebnis, dass mit 2% Formaldehyd bei 4°C / 25°C und 25°C / 37°C (bei
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diesen Versuchen wurden nach der Halfte der Einwirkzeit die Temperatur von 4°C auf
25°C bzw. von 25°C auf 37°C erhoht) nach 30 min und nach 60 min kein zytopathologicher
Effekt (fortan CPE) mehr nachzuweisen war. Als zyopathologischen Effekt bezeichnet
man den Effekt den die Virusvermehrung auf die Zellen haben. Daraus lasst sich
schlielen, dass Formaldehyd eine gute inaktivierende Wirkung auf Adenoviren besitzt,
auch wenn die von Hannisch M. et al 2015 verwendete Formaldehydkonzentration etwas
hoher lag.

Bei den Suspensionsverfahren nach Methode DIN EN 14476 war bei der Reduktion nach
30 min ein ahnliches Phanomen zu erkennen. Bei dem Reduktionswert nach 5 min musste
die untere Grenze des Konfidenzintervalls sinngemaf auf 0 angehoben werden. Dennoch
lagen hier die tGbrigen 95% Konfidenzintervalle nah beieinander und konnten daher gut

als Referenzbereich herangezogen werden (Tab. 19).

4.2.6 Diskussion der Ergebnisse zu dem Murinen Norovirus

4.2.6.1 Deskriptive Statistik

Das Murine Norovirus aus den Suspensionsversuchen Phase Stufe 1 nach Methode
DVV/RKI erzielten durchschnittlich héhere Reduktionsstufen und zeigten dariber hinaus
auch groRRere Interquartilsabstande. Die gro3eren Interquartilsabstande konnten aufgrund
der niedrigeren Anzahl an Messergebnissen erklart werden, da vereinzelte Ausreilder
einen grolleren Einfluss auf das Ergebnis haben. Ebenso auffallig war, dass die
durchschnittliche Reduktion nach 30 min stagnierte. Dies konnte anhand der niedrigen
Anzahl der Daten sowie Uber alle Zeitraume hinweg gleichbleibenden Ergebnisse erklart
werden (Abb. 25 und 26).

Bei den unter 3.3.2 aufgefuhrten Ergebnissen zu den Pruflaboren war die Anzahl der
Messwiederholungen zu berticksichtigen. So ging daraus hervor, dass die Datenlage
aulerst geringflgig war und sich daher grof3tenteils nur auf einzelne Messungen bezogen
hat. Damit waren keine Aussagen zu den Priflaboren moglich. Bei der Auswertung der
Zellkulturen fiel auf, dass sich alle Messungen auf nur eine Zellkultur konzentrierten,
weswegen Aussagen Uber eine mdgliche Einflussnahme ebenfalls nicht méglich waren.

Dennoch konnte resumiert werden, dass die Werte der allgemeinen Reduktion nach
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Methode DIN EN 14476 deutlich niedriger ausfiel und auch naher beieinander lagen (Abb.
27a-d).

4.2.6.2 Analytische Statistik

Bei der Untersuchung einer moglichen Einflussgrofle auf die Reduktion des Murinen
Norovirus in den Suspensionsversuchen sowohl nach DIN EN 14476 als auch nach
DVV/RKI konnten keine signifikanten EinflussgroRen nachgewiesen werden (A9 und A10,

siehe Anhang).

Bei der Erhebung der 95% Konfidenzintervalle zu dem Murinen Norovirus wurde deutlich,
dass die Datenlage nach Methode DVV/RKI sehr geringfiigig war und daraus breite
Konfidenzintervalle resultierten.

Hanisch M. et al 2015 zeigten, dass nach DVV/RKI mit 2% Formaldehyd bei konstant
25°C bzw. 25°C / 37°C (Erh6hung der Temperatur von 25°C auf 37°C nach der Halfte der
Einwirkzeit) bereits nach 30 min kein CPE mehr festgestellt werden konnte. Somit eignete
sich das Formaldehyd gut, um murine Noroviren zu inaktivieren, auch wenn die von
Hanisch M et al 2015 verwendete Konzentration hoher lag.

Bei den Konfidenzintervallen des Murinen Norovirus nach Methode DIN EN 14476 fiel die
Datenlage etwas grofRer aus. Dennoch war zu erkennen, dass nach 5 min und 15 min, die
Konfidenzintervalle breiter wurden und nach 30 min und 60 min, dort wo die
Stichprobengrole erhdht war, enger beieinander lagen. Dennoch eigneten sich die 95%
Konfidenzintervalle nach DIN EN 14476 ausgesprochen gut, um fur zuklnftige Versuche
als Referenzbereich herangezogen zu werden. Anhand dieser Werte konnten die fur
Methode DIN EN 14476 vorgeschlagenen Referenzbereiche des Murinen Norovirus fir

die Zeitintervalle 30 min und 60 min weiter prazisiert werden (Tab. 14 und 15).
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4.2.7 Diskussion der Ergebnisse zu dem Poliovirus

4.2.71 Deskriptive Statistik

Die durchschnittliche Reduktion sowie die Streuung der Reduktionsstufen bei dem
Poliovirus waren mit Ausnahme nach 30 min sowohl nach Methode DIN EN 14476 als
nach Methode DVV/RKI gleich grol3. Bei naherer Betrachtung fiel auf, dass die
Suspensionsversuche des Poliovirus bei beiden Methoden zu ungleichen Teilen auf die
Zeitintervalle verteilt ist (Abb. 31 und 32).

Bei der Beurteilung der RS bei den verschiedenen Pruflaboren konnte aus Abb. 33a - d
erkannt werden, dass haufig nur vereinzelte Messwerte miteinander verglichen werden
konnten. Dadurch wurden schlussige Aussagen nicht moglich.

Trotz der Anwendung gleicher Zellkulturen fiel bei ihrer Auswertung sehr stark die geringe
Datenlage zur Last, sodass sich weder allgemein noch unter Berucksichtigung der
Zeitintervalle aussagekraftige Schlisse aus der deskriptiven Statistik ziehen lie3en (Abb.
34 — 36d).

42.7.2 Analytische Statistik

Bei der Untersuchung auf EinflussgroRen nach Methode DVV/RKI konnten bei Pruflabor
4 und 14 aufgrund ihres aulerst geringen P-Werts fast zu 100% (99.99% und 98.05%)
eine Nichteinflussnahme durch die Pruflabore ausgeschlossen werden. Ebenso konnte
gezeigt werde, dass die Zellkulturen zu 99.99% einen Einfluss auf die Reduktion hatten.
Dieser konnte allerdings nicht naher bestimmt werde, da aufgrund der mangelnden

Datenlage die Zellkulturen als nummerische Variabel zusammengefasst wurde.

Bei einem adjustierten @von 0.7494, konnten nahezu 75% der Reduktionen mit den
unabhangigen Variablen aus Pruflabor und Zellkultur erklart werden. Daher konnte die
Behauptung aufgestellt werden, dass Priflabor 4 und 12 in den Suspensionsversuchen
bei dem Poliovirus einen Einfluss auf die Reduktion nehmen. Trotzdem waren die
errechneten Konfidenzintervalle hauptsachlich theoretische betrachten, da bei Pruflabor

4 sowohl die untere als auch die obere Grenze kleiner 0 sind und bei Priflabor 12 die
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Konfidenzintervalle ebenfalls fern der tatsachlichen gemessenen Werte lagen. Eine

praktische Anwendung konnte somit ausgeschlossen werden (A12, siche Anhang).

Hingegen zeigten die Konfidenzintervalle, die unter 3.6.4 errechnet wurden, wesentlich
mehr Aussagekraft. Aber auch hier fiel auf, dass bei den Suspensionsversuchen nach
Methode DVV/RKI nach 5 min wenig Daten vorlagen, weshalb das Konfidenzintervall dort
ebenfalls etwas groRer ausfiel. Zu den anderen Zeiteinheiten nach Methode DVV/RKI
lagen die Konfidenzintervalle sehr nah beieinander. Ebenso erstreckten sich die 95%
Konfidenzintervalle, mit Ausnahme nach 5 min, aufgrund der niedrigen Datenlage nach
Methode DIN EN 14476 Uber einen vergleichbar grofen Bereich (Tab. 16 und 17).

Die Literaturrecherche zu dem Poliovirus zeigte leider keine vergleichbaren Ergebnisse,

die sich fur einen weiteren Vergleich heranziehen liel3en.

4.2.7 Diskussion der Ergebnisse zu dem Polyomavirus

4.2.71 Deskriptive Statistik

Bei den Suspensionsversuchen zeigten die durchschnittliche Reduktion und die
Interquartilsabstande sowohl nach Methode DIN EN 14476 als auch nach Methode
DVV/RKI Uber alle Zeitintervalle hinweg nahezu gleich gro3e Werte(Abb. 37 und 38).

Bei Betrachtung der Pruflabore waren diese sehr stark von einer ungleichmafigen
Verteilung gepragt, besonders bei Methode DVV/RKI. Dadurch waren nachhaltige
Aussagen nicht moglich (Abb. 39a - d).

Hinsichtlich der Zellkulturen kam man zu dem Ergebnis, dass bei Zellkultur 7 die
durchschnittliche Reduktion nach DVV/RKI kleiner als nach DIN EN 14476 ausfiel. Dies
betraf mit Ausnahme von 60 min auch die einzelnen Zeitintervalle. Dabei galt auch zu
berucksichtigen, dass zu Zellkultur 2 nach DIN EN 14476 weniger Messwiederholungen
vorlagen (Abb. 42a -d).
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42.7.2 Analytische Statistik

Bei Erhebung der Konfidenzintervalle unter 3.7.5 war auffallend, dass aufgrund der
vergleichbar hohen Datenlage die Konfidenzintervalle nach Methode DVV/RKI weniger
als eine Reduktionsstufe betrugen. Trotz der niedrigen Datenlage nach Methode DIN EN
14476 befanden sich, mit Ausnahme der durchschnittlichen Reduktion nach 5 min, die
95% Konfidenzintervalle recht nah beieinander und eigneten sich daher erstaunlich gut
als Referenzbereich. Nur nach 15 min bei Methode DIN EN 14476 muss der untere Wert
des Konfidenzintervalls sinngemal auf 0 angehoben werden. Offenbar wurde deutlich,
dass bei dem Polyomavirus die Reduktion sowohl nach Methode DVV/RKI als auch nach
Methode DIN EN 14476 sehr niedrig ausfiel (Tab. 18 und 19).

Eine vergleichbare niedrige Reduktion des Polyomavirus fiel auch bei den Ergebnissen
von Nims R.W. et al 2013 auf. Dort betrug die Virustiterreduktion mit 0,7% Formaldehyd
bei 20°C nach 60 min 1.25 log Stufen. Bei unseren 95% Konfidenzintervallen, sowonhl
nach DVV/RKI als auch nach DIN EN 14476, fiel die untere Stufe nach einer Stunde
vergleichbar niedrig aus. Hier bestatigt sich das Resultat von Nims R.W. et al 2013, dass
insbesondere die unbehlilliten Viren eine hohe Resistenz gegentber einer Inaktivierung
aufweisen.

Einflisse durch die Wahl der Pruflabore und Zellkulturen auf die Reduktion des
Polyomavirus konnte nach Methode DVV/RKI nicht festgestellt werden. Fur eine
Untersuchung nach Methode DIN EN 14476 war die Datenlage ungenigend (A13, siehe
Anhang).

In der Literatur werden Versuche zur Reduktion des Polyomavirus mit Hilfe von 0,05%igen
Glutaraldehyd- und Peressigsaure-Losungen beschrieben. Dabei ergibt sich nach 60
Minuten Einwirkzeit mit Glutaraldehyd ein Reduktionsfaktor (RF) von 4,31 bis 4,53 log-
Stufen, wahrend nach 5 Minuten Einwirkzeit mit Peressigsaure ein RF von 0,25 bis 1,07
log-Stufen erreicht wird. Diese Werte eignen sich als Referenz, um den von uns

errechneten RF mit 0,7% Formaldehyd als vergleichbar einzustufen (Akgul et al., 2021).
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4.2.8 Diskussion der Ergebnisse zu dem Rotavirus

4.2.8.1 Deskriptive Statistik

Eindeutig sagen, dass die durchschnittliche Reduktion nach 5 min hoher war als nach 15
min lasst sich nicht, da nur eine Messung flir 5 min vorliegt. Mit Verweis auf unsere
Datenbank fallt auf, dass fur das Rotavirus fur 30 min und 60 min exakt die gleichen
Reduktionen vorliegen. Nur bei 60 min war ein recht niedriger Wert mehr eingetragen,
wodurch die deskriptive Statistik nach unten korrigiert wurde.

Da alle Rotaviren in Zellkultur 12 gezlchtet wurden sind, Iasst sich nur sagen, dass die
durchschnittliche Reduktion des Rotavirus sich auf 2 RS belief.

In Bezug auf Pruflabor 10 lassen sich ebenfalls keine Aussagen tatigen, da hier nur eine
Messung vorlag. Auffallig war nur, dass die Reduktionen in Pruflabor 7 deutlich niedriger
ausfielen als in Praflabor 12 und auch die Streuung in Priflabor 7 wesentlich geringer
ausfiel (Abb. 44).

4.28.2 Analytische Statistik

Aufgrund der dirftigen Datenlage konnte eine Analyse mittels gemischt linearem
Regressionsmodell nicht durchgefiihrt werden, weswegen keine naheren Aussagen in
Bezug auf mogliche EinflussgrofRen getatigt werden konnen.

Bei der Erhebung der 95% Konfidenzintervalle konnte aufgrund der niedrigen Datenlage
nach DIN EN 14476 nach 5 min kein Konfidenzintervall berechnet werden. Auch wenn
nach 15 min die Datenlage sehr durftig war, fiel das 95% Konfidenzintervall dennoch
sehr prazise aus. Hingegen sind nach 30 min und 60 min die 95% Konfidenzintervalle

trotz einer etwas hoheren Anzahl an Messwiederholungen breiter ausgefallen (Tab. 20).

Die Literaturrecherche zu dem Rotavirus zeigte leider keine vergleichbaren Ergebnisse,

die sich fur einen weiteren Vergleich heranziehen liel3en.
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5. Zusammenfassung

Ziel war es im Rahmen der ersten Hypothese die laborinternen Referenzkontrollen mit
0,7% Formaldehyd zur Testung chemischer Desinfektionsmittel aus den
Suspensionsversuchen Phase 2 Stufe 1 in Hinblick auf ihre Virustiterreduktion auf
mdgliche Einflussgréfien durch die Wahl des Pruflabors und der Zellkultur zu untersuchen.
Im Rahmen der zweiten Hypothese sollte unter Zuhilfenahme der im Rahmen dieser
Arbeit erstellten Datenbank, die von DVV/RKI 2015 und DIN 14476 2019
herausgegebenen Referenzbereiche weiter prazisiertund ggf. neudefiniert werden.

Um die erste Hypothese zu Uberprifen, wurde anhand von 532 Prifberichten und
Gutachten, die in der Zeit von 2000-2022 fur eine VAH-Zertifizierung eingereicht worden
sind, eine Datenbank erstellt. Im Laufe der Arbeit erwies es sich als sinnvoll, insbesondere
die Wahl des Pruflabors als auch die Wahl der Zellkultur auf deren mogliche
Einflussnahme auf den Reduktionsfaktor ndher zu analysieren. Dies geschah mittels
eines linearen gemischten Regressionsmodells. Hierbei wurden die Pruflabore durch das
Hinterlegen einer randomisierten Nummer anonymisiert. Zusatzlich wurden die
Suspensionsversuche hinsichtlich ihrer Richtlinien DVV/RKI und DIN EN 14476 aufgeteilt.
Ebenso konzentrierten sich alle Analysen ausschliellich auf die 0,7% -haltige
Referenzsubstanz Formaldehyd. Die ungleichmaliige Verteilung der Datenmenge
erschwerte zuverlassige Aussagen.

Es kam zu dem eingeschrankten Ergebnis, dass die Wahl des Priflabors und der
Zellkultur nur vereinzelt Einfluss auf die Reduktion des Virustiters nahm, wobei Pruflabor
12 und Priflabor 14 besonders auffielen.

Die erste Hypothese konnte somit nur sehr eingeschrankt bestatigt werden.

Des Weiteren konnten anhand der vorliegenden Datenbank neue 95% Konfidenzintervalle
berechnet und bereits Bestehende enger definiert werden.

So beschrankten sich die von DVV/RKI 2015 publizierten Referenzwerte ausschlielilich
auf die Virustiterreduktion des Poliovirus nach 30 Minuten und 60 Minuten. Diese gelang
es uns weiter zu prazisieren und dartber hinaus neue Konfidenzintervalle fir alle weiteren

Viren zu den jeweiligen Zeiteinheiten festzulegen.
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Far die nach DIN EN 14476 2019 publizierten Referenzwerte lieRen sich die 95%
Konfidenzintervalle flir das Murine Parvovirus, Adenovirus, Murines Norovirus und
Poliovirus nach 5 und 15 min neu festlegen und nach 30 min resp. 60 min enger definieren.
Der umgekehrte Fall lag beim Vacciniavirus vor, bei dem die Referenzwerte nach 30 resp.
60 min neu festgelegt und nach 5 resp. 15 min enger definiert werden konnten. Die
ganzlich fehlenden Angaben der 95% Konfidenzintervalle bei dem Bovinen Viral Diarrhoe
Virus, Polyomavirus und Rotavirus konnten erfolgreich fur alle Zeitintervalle ermittelt
werden. Einzige Ausnahme bildete das Rotavirus, bei dem fir die Reduktion nach 5 min
kein neues 95% Konfidenzintervall zu identifizieren war.

Selbst wenn diese Ergebnisse nicht von uneingeschrankter Gultigkeit sind, konnte

dennoch der zweiten Hypothese nachgekommen werden.



6. Anhang

A1: Ubersicht Zellkulturen
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Gekurzte Nummer Zellkultur

1 A-549 Zellen

2 A-9 Zellen

3 BELK Zellen

4 BGM Zellen

5 BHK-21 Zellen

6 CCL Zellen

7 CV-1 Zellen

8 FKL Zellen

9 Hela Zellen

10 GMK, AH-1, HelLa, Vero Zellen

11 KOP-R Zellen

12 MA104 Zellen

13 RAW Zellen

14 Vero Zellen

15 MDBK Zellen

16 ACC Zellen

17 Sonstige (HELF, DF-1, KE-R,U373,
CFRK,BAH21, MDCK)
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A2: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI mit

Vacciniavirus bei 0,7% Formaldehyd

Virus:

Methode:

Referenzsubstanz:

Priiflabor:

Zellkultur:

Zeit in min

Anzahl

Vaccinia Ankara
Vaccinia Elstree

DVV/RKI

Formaldehyd 0.7%

© s WwN

222

17

12

176

167
38

55
58
57
57

Value
(Intercept) 1.3800117
Zellkultur 0.0565606
VirusVaccinia Elstree  -1.1212272
Priiflabor3 0.1396414
Priiflabord 0.6425076
Priiflabor6 0.9678258
Priiflabor9 1.3038535
Priiflabor10 0.0768434
Priiflabor12 1.5766624
Pruflabor14 2.8324924
Zeit15 0.6633317
Zeit30 1.2635101
Zeit60 2.3505961

Std.Error
1.1064227
0.0931373
1.4626617
0.7481881
1.0144141
1.0092317

1.540973
0.5579646
0.8769443
1.0144141
0.0896721
0.0896401
0.0896271

DF t-value
163 1.247274
51 0.607282
51 -0.766566
51 0.186639
51 0.633378
51 0.958973
51 0.846124
51 0.137721
51 1.797905
51 2.792245
163 7.397307
163 14.095362
163 26.226387

Residual standard error: 0.801 on 214 degrees of freedom

Multiple R-squared:

Vaccinia Elstree

Virus Ankara

Labor 14

Labor 14

Adjusted R-squared: 0.6081
F-statistic: 30.22 on 12 and 214 DF, p-value: < 2.2e-16

5 Minuten

15 Minuten
30 Minuten
60 Minuten
5 Minuten

15 Minuten
30 Minuten
60 Minuten

Erwartungsw STD
3.1478375
3.8111692
4.4113476
5.4984336
3.0132347
2.4311575
5.5325748
6.6196608

p-value

0.2141
0.5464
0.4469
0.8527
0.5293
0.3421
0.4014

0.891
0.0781

0.0074 x

0
0
0

untere Grenz obere Grenz e

A3: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 mit
BVDV bei 0,7% Formaldehyd

Virus:

Methode:

Referenzsubstanz:

Priflabor:

Zellkultur:

Zeit in min

Bovine Virus Diarrhea

DIN EN 14476

Formaldehyd 0.7%

11
15

15
30

Anzahl

16

INFNFNEN

(Intercept)
Zellkultur15
Priflabor
Zeitl5
Zeit30
Zeit60

Value
3.815625
1.21625
-0.43375
1.1275
1.365
1.47

Std.Error DF

0.8234981
0.5534607
0.1342339
0.3075943
0.3075943
0.3075943

Residual standard error: 0.4972 on 10 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.9093, Adjusted R-squared: 0.864
F-statistic: 20.06 on 5 and 10 DF, p-value: 6.392e-05

3.6766358 -4.0582216 10.3538966
3.7663079 -3.5706436 11.192982
3.7662759 -2.9704025 11.7930977
3.7662629  -1.883291 12.8801582
2.0765043 -1.0566307 7.08310007
2.6598852 -2.7821111  7.6444261
2.3036142 1.01758311 10.0475665
2.3036012 2.10469459 11.134627
t-value p-value
9  4.633435 0.0012
1 2.197536 0.2719
1 -3.231299 0.1911
9  3.665543 0.0052
9  4.437664 0.0016
9 4.779023 0.001
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A4: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI mit BVDV bei 0,7%

Formaldehyd
Anzahl Value Std.Error DF t-value p-value
Virus: Bovine Virus Diarrhea 183 (Intercept) 1.673665 0.5843328 128 2.864233 0.0049
Zellkulturll -0.0793583 0.442359 48 -0.179398 0.8584
Methode: DVV/RKI Zellkulturl5 2.1137425 0.7649641 48 2.763192 0.0081 x
Priiflabor -0.0471272 0.0334574 48 -1.408574 0.1654
Referenzsubstanz: Formaldehyd 0.7% Zeitl5 0.4325821 0.0803576 128 5.383216 0
Zeit30 0.6756433 0.0803576 128 8.407962 0
Priflabor: 2 8 Zeit60 0.7961795 0.0895028 128 8.895583 0
3 15
4 4 Residual standard error: 0.6508 on 176 degrees of freedom
6 8 Multiple R-squared: 0.385, Adjusted R-squared: 0.364
7 4 F-statistic: 18.36 on 6 and 176 DF, p-value:< 2.2e-16
10 138
12 6 Erwartungswert Std. Error untere Grenze obere Grenze
Zellkultur 15 Minute 5 3.7402803 1.3827543  1.030137182 6.45042342
Zellkultur: 6 6 Minute 15 4.1728624 1.4631119 1.3052216  7.0405032
11 173 Minute 30 4.4159236 1.4631119 1.5482828 7.2835644
15 4 Minute 60 4.5364598 1.4722571  1.650894774 7.42202483
Zeit: 5 49
15 49
30 49
60 36

A5: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 mit
murine Parvovirus bei 0,7% Formalehyd

Anzahl Value Std.Error DF t-value p-value
Virus: Murines Parvovirus 36 (Intercept) 0.767529  0.4602492 16 1.667637 0.1148
Zellkultur -0.546751 0.1129132 9  -4.842221 0.0009 x
Methode: DIN EN 14476 Priiflabor4 0.105306  0.3122478 9 0.337251 0.7437
Pruflabor5s 1.530665 0.3465806 9 4.416475 0.0017 x
Referenzsubstanz:  Formaldehyd 0.7% Priflabor7 0.064396 0.4153016 9 0.155059 0.8802
Pruflabor12 3.929306 0.4396726 16 8.93689 0 x
Priflabor: 2 3 Priiflabor14 4.43822  0.5789207 16 7.666369 0 x
4 14 Zeitl5 0.422971 0.3210079 16 1.317635 0.2062
5 5 Zeit30 0.690046  0.2659128 16 2.595009 0.0195
7 4 Zeit60 1.103287  0.2659128 16 4.149056 0.0008
12 7 Zeit120 1.788588  0.3358187 16 5.326054 0.0001
14 3
Zellkultur: 2 28 Residual standard error: 0.4014 on 25 degrees of freedom
6 8 Multiple R-squared: 0.9129,Adjusted R-squared: 0.878
F-statistic: 26.19 on 10 and 25 DF, p-value: 8.442e-11
Zeit in min 5 3
15 3
30 13 Erwartungsw STD untere Grenz obere Grenze
60 13 Labor5 Minute 5 1.751443 0.919743 -0.0512165 3.55410249
120 4 Minute 15 2.174414 1.2407509 -0.2574081 4.60623613
Minute 30 2.441489  1.1856558 0.11765106 4.76532694
Minute 60 2.85473 1.1856558 0.53089206 5.17856794
Minute 120 3.540031  1.2555617 1.07918029 6.00088171
Labor 12 Minute 5 4.150084 1.012835 2.16496791 6.13520009
Minute 15 4.573055 1.3338429 1.95877627 7.18733373
Minute 30 4.84013  1.2787478 2.33383546  8.0788378
Minute 60 5.253371 1.2787478 2.74707646 7.75966554
Minute 120 5.938672  1.3486537 3.29536469 8.58197931
Labor 14 Minute 5 4.658998 1.1520831 2.40096121 6.91703479
Minute 15 5.081969 1.473091 2.19476956 7.96916844
Minute 30 5.349044 1.4179959 2.56982876 8.12825924
Minute 60 5.762285  1.4179959 2.98306976 8.54150024

Minute 120 6.447586  1.4879018 3.53135799 9.36381401
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A6: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI mit murine
Parvovirus bei 0,7% Formaldehyd

Anzahl
Virus: Murines Parvovirus
Methode: DVV/RKI
Referenzsubstanz: Formaldehyd 0.7%
Priflabor: 5
10
12
Zellkultur: 2
3
11
Zeit in min 5
15
30
60

33

15

14

(Intercept)
Zellkultur3
Zellkulturll
Priiflabor10
Priiflabor12
Zeitl5
Zeit30
Zeit60

Value Std.Error DF
1.1183282  0.2336242
0.4583394  0.3782396
0.4280426  0.4165706
-0.1372093 0.5860828
-0.3972093  0.2975736
0.4433338 0.1716416
0.7464385  0.1895132
1.1935814  0.1895132

Residual standard error: 0.4421 on 25 degrees of freedom
Adjusted R-squared: 0.5094
F-statistic: 5.747 on 7 and 25 DF, p-value: 0.0004795

Multiple R-squared: 0.6168,

AT: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 mit
murine Adenovirus bei 0,7% Formaldehyd

Virus: Adenovirus

Methode: DIN EN 14476

Referenzsubstanz: Formaldehyd 0.7%

Priflabor:

Zellkultur:

Zeit in min

10
12
14

15
30
60

Anzahl

50

20

13

31

10

14
18

(Intercept)
Zellkultur
Priflabor7
Priiflabor10
Priiflabor12
Priflabor14
Zeitl5
Zeit30
Zeit60

Value

1.23286
0.4623564
-0.4990844
-0.0856511
-3.1352749
-2.8764742
1.7345777
1.4884597
1.8904347

Std.Error
0.6610119
0.2557697
0.6226068
1.1000563
1.9250185
1.6841908
0.5883693

0.558747
0.5409723

DF

t-value p-value
4.786868 0.0001
1.21177 0.2797
1.027539 0.3513
0.234112 0.8242
-1.334827 0.2395
2.582904 0.0178 x
3.938715 0.0008 x
6.298144 0 x
t-value p-value

27 1.86511 0.0731
14 1.807706 0.0922
14 -0.801604 0.4362
14 -0.077861 0.939
27 -1.628699 0.115
27  -1.707927 0.0991
27 2.94811 0.0065
27 2.663924 0.0129
27 3.494513 0.0017

Residual standard error: 1.315 on 41 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.3661,Adjusted R-squared: 0.2424
F-statistic: 2.96 on 8 and 41 DF, p-value: 0.01041
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A8: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI mit murine

Adenovirus bei 0,7% Formaldehyd

Virus:

Methode:

Referenzsubstanz:

Priflabor:

Zellkultur:

Zeit in min

Adenovirus

DVV/RKI

Formaldehyd 0.7%

~

10

17

15
30
60

Anzahl

46

28

33

10
10

Value
(Intercept) 3.773567
Zellkulturl7 -0.338872
Priflabor -0.280301
Zeitl5 1.395997
Zeit30 1.543997
Zeit60 2.086039

Std.Error DF
2.663366
1.7004266
0.271553
0.5464819
0.5464819
0.576101

t-value
1.416841
-0.199287
-1.032214
2.554516
2.825339
3.62096

Residual standard error: 1.235 on 31 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.3713,Adjusted R-squared: 0.2699

F-statistic: 3.661 on 5 and 31 DF, p-value: 0.01018

A9: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen DIN EN 14476 mit Murine

Norovirus bei 0,7% Formaldehyd

Virus:

Methode:

Referenzsubstanz:

Priiflabor:

Zellkultur:

Zeit in min

Murines Norovirus

DIN EN 14476

Formaldehyd 0.7%

10
12
14

13

15

30
60

Anzahl

56

32

17

56

18
18
19
17

Value
(Intercept) 0.5136539
Priflabor7 0.2367582

Priflabor10 -0.4664143
Priflaborl2 1.2887858

Zeitl5 0.4156595
Zeit30 1.0199318
Zeit60 1.8327604

Std.ErrorD F
0.9025301
0.9750931
1.5297626
0.9758985
0.2253491
0.2170827
0.2170827

34
15
15
15
34
34
34

t-value
0.569127
0.242806
-0.304893
1.320615
1.844514
4.698356
8.442683

Residual standard error: 1.062 on 49 degrees of freedom

(1 observation deleted due to missingness)
Multiple R-squared: 0.3743, Adjusted R-squared: 0.2977
F-statistic: 4.886 on 6 and 49 DF, p-value: 0.0005528

p-value
0.1694
0.8477
0.3363
0.0174
0.0094
0.0014

p-Value

0.573
0.8114
0.7646
0.2064
0.0738

0

0
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A10: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI mit Murine

Norovirus bei 0,7% Formaldehyd

Virus:

Methode:

Referenzsubstanz:

Priflabor:

Zellkultur:

Zeit in min

Anzahl

Murines Norovirus

DVV/RKI

Formaldehyd 0.7%

10
12

13

15

30
60

19

DR NSO

U oUW

(Intercept)
Priiflabor4
Priiflabor7
Priiflabor10
Priflabor12
Zeitl5
Zeit30
Zeit60

Residual standard error: 1.139 on 11 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.6795, Adjusted R-squared: 0.4756

Value
0.3865941
1.2438256
1.0453507
1.9011952
2.4289765
1.0788926
0.2572176
1.4322107

Std.Error

0.9548204
1.3226504
1.4068638

1.628982
1.1179455

0.726362
0.7073354
0.7421548

F-statistic: 3.332 on 7 and 11 DF, p-value: 0.0368

A11: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DIN EN 14476 mit

Poliovirus bei 0,7% Formaldehyd

Virus:

Methode:

Referenzsubstanz:

Priflabor:

Zellkultur:

Zeit in min

Poliovirus

DIN EN 14476

Formaldehyd 0.7%

10
12
13
14

(o)}

15
30
60

Anzahl

24

N N O N

15

0

[Co RN S -

(Intercept)
Zellkultur
Priflabor7
Priflaborl0
Priiflabor12
Priiflabor13
Priflaborl4
Zeit15
Zeit30
Zeit60

Value
0.339583
0.017827

-0.079018
0.067857
0.844345

4.33872
3.41872
0.79
1.453393
1.709107

Std.Error DF
0.9380435
0.1747549
0.4916838
0.5586518
0.8855338
1.0140451
1.0140451
0.3151221
0.2977624
0.2977624

12
2
2
2
2
2
2
12

12
12

t-value p-value
9 0.4048867 0.695
2 0.9404039 0.4463
2 0.7430362 0.5349
2 1.1671063 0.3635
2 2.1727146 0.1619
9 1.4853373 0.1716
9 0.3636431 0.7245
9 1.9298006 0.0857
t-value p-value
0.362012 0.7236
0.102014 0.9281
-0.160709 0.8871
0.121466 0.9144
0.953487 0.441
4.278627 0.0505
3.371369 0.0778
2.506965 0.0276
4.881049 0.0004
5.739835 0.0001

Residual standard error: 0.4456 on 14 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.9635,Adjusted R-squared: 0.94
F-statistic: 41.02 on 9 and 14 DF, p-value: 1.576e-08
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A12: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen nach DVV/RKI mit
Poliovirus bei 0,7% Formaldehyd

Virus:

Methode:

Referenzsubstanz:

Priflabor:

Zellkultur:

Zeit in min

A13: Ergebnisse aus RStudio zu den Suspensionsversuchen

Polyomavirus bei 0,7% Formaldehyd
Anzahl

Anzahl
Poliovirus

DVV/RKI

Formaldehyd 0.7%

15
30
60
120

Virus: Polyomavirus
Methode: DVV/RKI
Referenzsubstanz: Formaldehyd 0.7%
Priiflabor: 4
6
7
8
10
12
Zellkultur: 6
7
14
Zeit in min 5
15
30

60

57

w s BB

14
15
15

55

N N DD

30

47

10
15
15
15

(Intercept)
Zellkultur
Priiflabord
Priiflaboré
Priiflabor7
Priiflabor10
Priiflabor12
Zeit15
Zeit30
Zeit60
Zeit120

Value

-3.141508
1.069588
-5.78957
1.058372

-0.766555

-0.288953
-2.03957
0.376972
0.674077
1.428077
2.743488

Std.Error DF
0.7488209 38
0.1416673 8
0.8487984 8
0.4751208 8
0.5053948 8
0.3481745 8
0.6014642 8
0.3582037 38
0.3535889 38
0.3535889 38
0.4102698 38

esidual standard error: 0.6561 on 46 degrees of freedom
Multiple R-squared: 0.7942, Adjusted R-squared: 0.7494
F-statistic: 17.75 on 10 and 46 DF, p-value:1.185e-12

Labor 4

Labor 12

5 Minuten

15 Minuten
30 Minuten
60 Minuten

120 Minuten

5 Minuten

15 Minuten
30 Minuten
60 Minuten

120 Minuten

Erwartungswert Std. Error

-7.86149
-7.484518
-7.187413
-6.433413
-5.118002

-4.11149
-3.734518
-3.437413
-2.683413
-1.368002

1.7392866
2.0974903
2.0928755
2.0928755
2.1495564

1.4919524
1.8501561
1.8455413
1.8455413
1.9022222

Value Std.Error DF
(Intercept) 0.0692267 0.7830658
Zellkultur 0.0637631 0.0819428
Pruflabor6 0.3225 0.7286217
Priiflabor7 0.7025096  0.6338114
Priflabor8 0.30832 0.7575569
Priiflaborl0  -0.2735489 0.5469017
Pruflaborl2  0.1186586 0.6287908
Zeitl5 0.325504 0.1689045
Zeit30 0.7484452 0.1679697
Zeit60 1.6037786  0.1679697

t-value p-value
-4.195272 0.0002
7.550002 0.0001 x
-6.820902 0.0001 x
2.227585 0.0565
-1.516745 0.1678
-0.82991 0.4307
-3.391008 0.0095 x
1.052397 0.2993
1.906387 0.0642
4.038807 0.0003
6.687034 0

untere Grenze

obere Grenze

-11.27042216 -4.4525578
-11.59551509 -3.3735209
-11.28936526 -3.0854607
-10.53536526 -2.3314607
-9.331046562 -0.9049574

-7.035657026  -1.187323
-7.36074995 -0.1082861
-7.054600126 0.17977413
-6.300600126 0.93377413
-5.096281423 2.36027742

nach DVV/RKI mit

t-v.

alue p-value
0.088405 0.93
0.778141 0.4565
0.442616 0.6685
1.108389 0.2964
0.406993 0.6935
-0.500179 0.629
0.188709 0.8545
1.927148 0.0619
4.455834 0.0001
9.548022 0

Residual standard error: 0.5579 on 45 degrees of freedom
Multiple R-s Adjusted R-squared: 0.5879
F-statistic: 9.56 on 9 and 45 DF, p-value: 5.774e-08



126

A14: Gegenuberstellung der neu berechneten 95% Konfidenzintervalle (grau hinterlegt) und den
orientierenden Angaben aus den Richtlinien DVV/RKI 2015 (weif hinterlegt) zu der
laborinternen Referenzkontrolle mit 0,7% Formaldehyde nach DVV/RKI unter Berticksichtigung
der Virusart und der Zeitintervalle.

Methode DVV/RKI
Zeit in min 5 15 30 60
Vacciniavirus 0.78—-1.21 1.51-2.08 |2.06-255|3.22-3.62

Vacciniavirus - - - -

Bovine Viral Diarrhoe Virus | 1.05-132 | 145-176 | 1.61—-21 |1.76 —2.44

Bovine Viral Diarrhoe Virus - - - R

Murine Parvovirus 0.75-149 | 1.12-1.88 | 1.53-2.08 | 2.06 —2.44
Murine Parvovirus - - - -
Adenovirus 1.60-3.27 | 223-325 | 1.65—>4 | 248->4
Adenovirus - - - -
Murines Norovirus -0.51->4 1.20-3.94 (0.26—-3.09 | 2.56—>4
Murine Norovirus - - - -
Poliovirus 0.04-3.73 | 0.90-2.26 | 1.41-2.35|2.20-3.08
Poliovirus - - 05-25 2-45
Polyomavirus 0.19-1.03 | 0.53-1.18 | 0.96-1.60 | 1.77 —2.50

Polyomavirus - - - -




A15: Gegenuberstellung der neu berechneten 95% Konfidenzintervalle (grau hinterlegt) und den
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orientierenden Angaben aus den Richtlinien DIN EN 14476 2019 (weil} hinterlegt) zu der

laborinternen Referenzkontrolle mit 0,7% Formaldehyde nach DVV/RKI unter Berticksichtigung

der Virusart und der Zeitintervalle.

Methode DIN EN 14476

Zeit in min 5 15 30 60
Vacciniavirus 211-294 | 280-3.46 | 3.08—-3.72 3.11-3.79
Vacciniavirus 0.7-35 2-4 - -
Bovine Viral Diarrhoe Virus | 0.96 —2.73 1.84 —>4 1.65-4.75 1.72—->4
Bovine Viral Diarrhoe Virus - - - -
Murine Parvovirus -0.31-2.36 | -0.22-2.78 | 0.69-2.07 0.98-2.34
Murine Parvovirus - - 0-2 0.5-25
Adenovirus -0.7-148 | 2.36 —3.68 2.25—>4 3.15->4
Adenovirus - - 3-5 3.5-55
Murines Norovirus 0.35-1.98 | 0.93-222 | 1.47-2.60 2.69 — 2.89
Murines Norovirus - - 1-3 2-4
Poliovirus 0.25-0.92 | 0.73-2.02 1.39->4 2.27 —>4
Poliovirus - - 05-25 2-45
Polyomavirus 0.32-0.90 | -0.07-2.19 | 0.85—-2.28 1.06 — 2.89
Polyomavirus - - - -
Rotavirus - 1.17-182 | 1.65-3.25 1.67 — 3.09
Rotavirus - - - -
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