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schaft für Krankenhaushygiene e. V. (DGKH). 
Die Methodengruppe wurde unterstützt von 
Frau Verona Schmidt, Koordinatorin der Leit-
liniengruppe RDG-E für den AKI.

Die Mitglieder der Methodengruppe waren 
folgende Institutionen und Firmen: Biotec 
GmbH, vertreten durch Dr. Olaf Kaup; Cha-
rité – Universitätsmedizin Berlin, vertreten 
durch Dr. Ulrike Kircheis; HS System- und 
Prozesstechnik GmbH, vertreten durch 
Ingo Hannemann; Hybeta GmbH, vertreten 
durch Christiaan Meijer und Christoph Keller; 
HygCen Centrum für Hygiene und medizi-
nische Produktsicherheit GmbH, vertreten 
durch Johanna Köhnlein; Simicon GmbH, 
vertreten durch Paul Gerhard Simon und Dr. 
Nicole Büchl; SMP GmbH, vertreten durch 
Klaus Roth und Dr. habil. Ludger Schnieder; 
Verbund für Angewandte Hygiene e.V. (VAH) 
und Universität Bonn, vertreten durch Dr. 
Jürgen Gebel; wfk - Cleaning Technology In-
stitute e.V., vertreten durch Dr. Markus Wehrl. 

1 Einleitung 

Die Prozessleistung eines vollständigen 
Aufbereitungszyklus in einem Reinigungs-
Desinfektionsgerät für flexible Endoskope 
(RDG-E) muss sowohl im Rahmen von Typ-
prüfungen als auch bei der Leistungsqua-
lifikation im Rahmen der Validierung über-
prüft werden.

Die im Anhang I der DIN ISO/TS 15883-
5 aufgeführte Methode wird im Folgenden 
spezifiziert und im Detail beschrieben. Für 
die Herstellung der Prüfkörper werden 
PTFE-(Polytetrafluorethylen-) Schläuche 
von 200 cm Länge und einem Innendurch-
messer von 2 mm verwendet. Die Prüfan-
schmutzung besteht aus reaktiviertem 
Schafblut und dem Prüforganismus Entero-
coccus faecium. Die Beurteilung der Prozess-

Die im Folgenden beschriebene methodi-
sche Anleitung wird als Anlage 9 unter dem 
Titel „Methodenbeschreibung zur Prüfung 
des Gesamtprozesses unter Verwendung 
eines Schlauchmodells als Prüfkörper“ in 
der bereits publizierten „Leitlinie von DGKH, 
DGSV, DGVS, DEGEA und AKI für die Vali-
dierung maschineller Reinigungs-Desinfekti-
onsprozesse zur Aufbereitung thermolabiler 
Endoskope“ [1] enthalten sein.

In der Technischen Spezifikation DIN ISO/
TS 15883 Teil 5: „Reinigungs-Desinfekti-
onsgeräte; Prüfanschmutzungen und -ver-
fahren zum Nachweis der Reinigungswir-
kung“ wird im Anhang I „Prüfanschmut-
zung und -verfahren für flexible Endoskope 
(Deutschland)“ ein Prüfverfahren beschrie-
ben, mit dem unter Verwendung von reak-
tiviertem Schafblut und Enterococcus fae-
cium die Reinigungs- und Desinfektions-
leistung maschineller Prozesse geprüft 
werden kann [2]. 

Die Bestimmung der Reinigungsleis-
tung anhand des Leitparameters Protein-
gehalt mittels modifizierter OPA-Methode 
wurde kürzlich als „Methode zur Überprü-
fung der Reinigungsleistung von Reini-
gungs-Desinfektionsgeräten für flexible En-
doskope“ der oben erwähnten Leitlinie (An-
lage 8) beschrieben [3, 4]. In der hier vor-
liegenden Anlage 9 wird eine detaillierte 
Methodenanleitung für die Bestimmung der 
Gesamtprozessleistung dargestellt. Die Er-
arbeitung der Methode erfolgte durch die 
Methodengruppe, die von der Leitlinien-
gruppe initiiert wurde. 

Die Koordinatoren und Koordinatorinnen der 
Methodengruppe waren: Priv.-Doz. Dr. Hol-
ger Biering für den Arbeitskreis Instrumen-
tenaufbereitung (AKI), Dr. Birgit Kampf als 
Vertreterin der Endoskophersteller und Prof. 
Dr. Heike Martiny für die Deutsche Gesell-
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zu verwenden
–  Silikonschlauchstücke als Adapter ca.  

2 cm lang, Innendurchmesser 2 mm (z. B. 
Fa. Carl Roth GmbH + CO. KG, Best.-Nr.: 
9559.1); ggf. weitere Größen

–  Ggf. rote Verschlusskonen (z. B. Fa. An-
giokard Medizinische Spritzguss & Ent-
wicklungstechnik GmbH)

2.3 Geräte und Verbrauchsmaterial
–  Zentrifuge
–  Waage mit einer Auflösung von ≤ 1 mg, 

kalibriert
–  Diverse einstellbare Mikroliterpipetten, 

kalibriert
–  Wasserbad mit Temperaturbereich bis  

60 °C
–  Membranfiltrationsgeräte für die Aufnah-

me von Filtern mit 50 mm Ø
–  Horizontalschüttler
–  Reagenzglasschüttler/Vortex Schüttler
–  Zentrifugenröhrchen 50 ml (z. B. FalconTM 

tube) 
–  Glasperlen, Ø 3–4 mm 
–  Bechergläser, diverse
–  10 ml Einmalspritzen
–  20 ml Einmalspritzen
–  60 ml Einmalspitzen (Wund- und Blasen-

spritze) oder 50 ml Perfusor-Spritze (z. B. 
Fa. B. Braun)

–  Membranfilter, Porengröße 0,45 µm,  
Ø 50 mm

–  Pipettenspitzen, diverse
–  Drigalski-Spatel
–  Kabelbinder
–  Skalpell

2.4 Medien und Lösungen
–  flüssiger Kanamycin-Aesculin-Azid-Agar 

(55–60 °C)
–  Kanamycin-Aesculin-Azid-Agar (KAA-

Agar)
–  Reagenzglasröhrchen mit 10 ml Casein-

pepton-Sojabohnenmehlpepton-Lösung 
(CSL)

–  Caseinpepton-Sojabohnenmehlpepton-
Agar (CSA)

–  0,9 %ige physiologische Kochsalzlösung 
(NaCl-Lsg.)

–  Ggf. Neutralisationsmittel

Alle Materialien und Gefäße, die mit den 
Prüforganismen in Kontakt kommen, müs-
sen ebenso wie die verwendeten Lösungen 
und Nährmedien steril sein. Alle Nährme-
dien werden bis zum Versuchstag kühl ge-
lagert.

In der hier dargestellten und spezifizierten 
Methode werden die Herstellung der Bak-
teriensuspension und der Prüfanschmut-
zung, die Präparierung der Prüfkörper, die 
Endpunktbestimmung und die Elution so-
wie die Auswertung der Ergebnisse be-
schrieben. Eine Übersicht über die Prüf-
methodik ist in Abbildung 1 dargestellt.

2 Material

2.1 Prüfanschmutzung
–  Schafblut heparinisiert mit 10 IE Heparin 

ml-1. Es sollte bevorzugt „gepooltes“ Blut, 
d. h. eine Mischung aus dem Blut mehre-
rer Tiere, verwendet werden (z. B. Acila 
GmbH, Fiebig Nährstofftechnik). Die 
Qualität des Blutes soll den in Anlage 8 
geforderten Kriterien entsprechen [3, 4]

–  Protaminhydrochlorid oder Protaminsul-
fat, zugegebene Menge 15 IE ml-1 Blut 
(z. B. Protamin Valeant 1000 I.E. ml-1 von 
Fa. Valeant Pharmaceuticals Germany 
GmbH)

–  Prüforganismus: Enterococcus faecium (E. 
faecium) (ATCC 6057, DSM 2146)

2.2 Prüfkörpermaterial
–  PTFE-Schläuche, 200 cm Länge, 2 mm 

Innendurchmesser, 0,5 mm Wandstärke 
(z. B. VWR International GmbH, Best-Nr.: 
228-4134). Eine Vorbehandlung der 
PTFE-Schläuche mit Reiniger hat sich als 
nicht notwendig herausgestellt. Die 
PTFE-Schläuche sind als Einmalprodukt 

leistung erfolgt nach einer visuellen Kont-
rolle über die Bestimmung der Anzahl noch 
vorhandener und teilungsfähiger Prüforga-
nismen nach Prozessende. Anders als in der 
Technischen Spezifikation beschrieben wird 
hier die Methode der Endpunktbestimmung 
angewendet, siehe Abbildung 1, bei der die 
Prüfkörper nach der Behandlung im RDG-
E mit Selektiv-Agarmedium gefüllt werden 
und alle verbliebenen Prüforganismen er-
fasst werden.

Werden weitergehende Informationen 
benötigt, in welchem Umfang ein Prozess 
nicht erfolgreich war, können zusätzliche 
Untersuchungen zur Bestimmung der An-
zahl überlebender Prüforganismen durch-
geführt werden. Dazu werden die Prüforga-
nismen mit einer neutralisationsmittelhalti-
gen Lösung zunächst aus den Prüfkörpern 
eluiert, siehe Abbildung 1. Das Eluat wird 
filtriert und der Membranfilter auf Agarme-
dium inkubiert. Beim Vorliegen sehr hoher 
Zellzahlen kann zusätzlich eine Quantifizie-
rung über die Ausplattierung von Verdün-
nungsreihen aus dem Eluat vorgenommen 
werden. Nachfolgend werden die durch-
spülten Prüfkörper mit Selektiv-Agarmedi-
um gefüllt, um nicht eluierbare Prüforganis-
men zu detektieren.

Für die Auswertung werden mit Bezug 
auf die initiale Ausgangszahl der in den 
Prüfkörpern vorliegenden Prüforganismen 
sowohl bei Anwendung der Endpunktbe-
stimmung als auch bei Elution und nachfol-
gender Membranfiltrationsmethode Reduk-
tionsfaktoren (RF-Werte) berechnet.

Abbildung 1: Prüfmatrix zur Beurteilung des Gesamtprozesses nach Anlage 9.

Prüfung der optischen 
Sauberkeit

Endpunktbestimmung
Füllung mit flüssigem Agar

Elution des
Prüfkörpers

Füllung mit
flüssigem Agar

Membranfiltration 
des Eluats

Verdünnungsreihe 
des Eluats

oder

und optional

Prüfmatrix Gesamtprozess Anlage 9
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3.4  Anwendung der Prüfkörper  
im RDG-E

Zur Bestimmung der Gesamtprozessleis-
tung werden die Prüfkörper im RDG-E an 
die jeweiligen Anschlüsse flüssigkeitsdicht 
und drucksicher konnektiert. Dabei muss 
der Anschluss so erfolgen, dass die Prüf-
körper in gleicher Richtung wie bei der An-
schmutzung durchströmt werden. 

Nach der Behandlung im RDG-E wer-
den die Prüfkörper entnommen. Mit einem 
sterilen Skalpell werden die ersten ca. 2 cm, 
die im RDG-E konnektiert waren, abgetrennt 
und verworfen. An diese Prüfkörperenden 
werden neue sterile Silikonschlauchadap-
ter aufgesteckt. Unbehandelte Positivkon-
trollen können ohne Abtrennung des An-
fangsstücks untersucht werden.

3.5 Endpunktbestimmung
Nach der Entnahme der Prüfkörper aus 
dem RDG-E werden diese optisch in Au-
genschein genommen und die Sauberkeit 
dokumentiert. Durch die Endpunktbestim-
mung wird ein quantitativer Nachweis über 
die in den Prüfkörpern verbliebenen tei-
lungsfähigen Prüforganismen erbracht. 
Hierbei muss sichergestellt sein, dass kei-
ne Desinfektionsmittelreste in den Prüfkör-
pern vorliegen.

Die Prüfkörper werden mit Hilfe einer 
10 ml Einmalspritze mit 55–60 °C warmem 
flüssigen KAA-Agar blasenfrei und vollstän-
dig gefüllt, dabei wird das Austreten von 
Agar vermieden. Die Prüfkörperenden wer-
den ringförmig mittels Silikonschlauch-Ad-
apter zusammengesteckt oder an jeder Sei-
te mit Verschlusskonen verschlossen und 
bei 36 ± 1 °C inkubiert. Das Wachstum 
überlebender Prüforganismen in den Prüf-
körpern zeigt sich durch die Bildung eines 
schwarzen Farbstoffs. Nach 24 Stunden In-
kubation erfolgt die Auszählung als KBEE 
und Dokumentation der Ergebnisse, nach 
48 Stunden erfolgt eine Nachkontrolle.

3.6 Elution der Prüforganismen
Es wird eine Elution der Prüfkörper vorge-
nommen, um erstens Verfahren mit gerin-
ger Prozessleistung zu analysieren, zwei-
tens den Einfluss etwaiger Desinfektions-
mittelrückstände auszuschließen und drit-
tens die Wiederfindungsrate bei Positiv-
kontrollen zu bestimmen.

Aufbereitete Prüfkörper werden zuerst 
mit einem geeigneten Neutralisationsmit-
tel eluiert und anschließend mit flüssigem 
KAA-Agar befüllt. Hierdurch werden so-
wohl im Prüfkörper als auch im Eluat alle 

Alle Bestandteile werden nacheinander in 
ein Becherglas pipettiert und gründlich, je-
doch vorsichtig gemischt, um Blasenbildung 
und Scherkräfte zu vermeiden. Nach Zugabe 
des Protamins wird zur Bestimmung der Ko-
agulationszeit sofort eine Stoppuhr gestartet. 
Nach Durchmischung wird ein Aliquot von 
1 ml der Prüfanschmutzung entnommen und 
in 9 ml NaCl-Lsg. verdünnt, um nachfolgend 
die Koloniezahl in der Prüfanschmutzung 
(KBEP) zu bestimmen (siehe 3.7).

3.3 Präparierung der Prüfkörper 
Die PTFE-Schläuche werden zunächst an 
einem Ende markiert (z. B. mittels Kabelbin-
der) und mit Silikonschlauch-Adaptern ver-
sehen, um die Injektion der Prüfanschmut-
zung mit einer Spritze zu ermöglichen. Das 
Gewicht der so vorbereiteten PTFE-Schläu-
che wird auf einer Waage bestimmt. 

Die Anschmutzung der PTFE-Schläu-
che erfolgt in horizontaler Position. 10 ml 
der Prüfanschmutzung werden mit einer 
10 ml Einmalspritze aufgezogen und in je-
weils einen PTFE-Schlauch injiziert. Nach 
30 Sekunden Inkubation werden mit der 
Spritze zwei Mal hintereinander je 10 ml 
Luft aufgezogen und in den PTFE-Schlauch 
injiziert, um überschüssige Prüfanschmut-
zung auszublasen, die in einem Becherglas 
aufgefangen wird. 

Zur Bestimmung der Koagulationszeit 
wird das Becherglas mit der Prüfanschmut-
zung leicht geschwenkt. Die einsetzende 
Koagulation wird durch eine gelartig ver-
festigte Oberfläche angezeigt. Die Zeit bis 
zum Einsetzen der Koagulation wird zu-
sammen mit der Raumtemperatur doku-
mentiert. Die vollständige Koagulation 
muss in weniger als 30 Minuten eintreten 
und zeigt sich durch eine feste und nicht 
mehr gallertartige Konsistenz. Andernfalls 
sind die Prüfanschmutzung und die Blut-
charge zu verwerfen.

Die Prüfkörper werden nach der An-
schmutzung eine Stunde bei Raumtempe-
ratur waagerecht inkubiert, um eine voll-
ständige Koagulation der Prüfanschmut-
zung sicher zu stellen. Anschließend wird 
in Abweichung zu DIN ISO/TS 15883-5, 
Anhang I, eine Durchgängigkeitsprüfung 
vorgenommen. Hierzu werden 20 ml Luft 
in einer Spritze dieses Fassungsvolumens 
aufgezogen und langsam in die Prüfkörper 
injiziert. Blockierte Prüfkörper sind zu ver-
werfen. Nachfolgend wird das Gewicht der 
angeschmutzten Prüfkörper durch Wiegen 
ermittelt, um die Menge der enthaltenen 
Prüfanschmutzung zu bestimmen. 

3 Methoden

3.1  Herstellung der  
Bakteriensuspension 

Am Tag 1 wird mit einer Impföse Zellmate-
rial von einem dichtbewachsenen E. faeci-
um-Ausstrich (maximal 2. Passage auf ei-
nem Agarnährmedium) abgenommen und 
damit ein Reagenzglasröhrchen mit CSL 
beimpft. Nach einer Inkubation von 24 
Stunden bei 36 ± 1 °C wird das Reagenz-
glasröhrchen aufgeschüttelt (Tag 2). Es wer-
den 100 µl in ein neues Röhrchen mit CSL 
überführt. Zwei aufeinander folgende An-
zuchtpassagen ergeben erfahrungsgemäß 
ein besseres Wachstum von E. faecium. 
Nach einer Inkubation von 24 h bei 36 ± 1 °C 
(Tag 3) werden CSA-Platten mit jeweils 
100 µl der Bakteriensuspension beimpft. 
Für die Anschmutzung von einem Prüfkör-
per werden etwa 10–15 Rasenplatten benö-
tigt. Die Bebrütung erfolgt bei 36 ± 1 °C für 
72 Stunden (bis Tag 6). 

Am sechsten Tag werden die Prüforga-
nismen mit je 5 ml NaCl-Lösung pro Platte 
mit Hilfe eines Drigalski-Spatels abge-
schwemmt. Die so gewonnene Bakterien-
suspension wird in einem geeigneten Be-
cherglas aufgefangen, dessen Boden voll-
ständig mit Glasperlen bedeckt ist. Die Sus-
pension wird auf einem Schüttler für 10 min 
bei 250 U min-1 homogenisiert, nachfol-
gend in Zentrifugenröhrchen überführt und 
bei 3000 g für 10 Minuten zentrifugiert. Der 
Überstand wird dekantiert und verworfen, 
das Zellpellet wird in NaCl-Lsg. aufgenom-
men. Zur Homogenisierung der Zellsus-
pension werden Glasperlen in das Zentri-
fugenröhrchen gegeben (etwa ein Viertel 
des Suspensionsvolumens) und die Sus-
pension auf einem Vortex Schüttler für 
etwa 1 min bei ca. 500 U min-1 homogeni-
siert. Es wird ein Aliquot von mindestens 
100 µl zur Bestimmung der Koloniezahl 
(KBES) entnommen (siehe 3.7).

3.2  Herstellung der  
Prüfanschmutzung 

Das heparinisierte Schafblut, die Protamin-
lösung und die vorbereitete Bakteriensus-
pension werden auf Raumtemperatur ge-
bracht und gut gemischt. Für die An-
schmutzung von einem Prüfkörper werden 
folgende Mengen verwendet: 
–  11,4 ml Blut
–  0,42 ml Bakteriensuspension
–  0,18 ml Protamin mit 180 IE
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Probe (aus Kapitel) Empfohlene  
Verdünnungsstufen

Soll-Anzahl
KBE ml-1

Bakteriensuspension (3.1) KBES 10-7 bis 10-10 ≥ 1,0 3 1011

Prüfanschmutzung (3.2) KBEP 10-5 bis 10-8 ≥ 3,5 3 109

Eluat behandelter Prüfkörper (3.6) KBEV 100 bis 10-2 –

Eluat Positivkontrolle (3.6) KBEK 10-1 bis 10-6 –

Tabelle 1: Empfohlene Verdünnungsstufen der einzelnen Proben und Soll-Anzahl der Prüforga-
nismen.

Die bakterielle Wiederfindungsrate (WFRB) 
ergibt sich nach folgender Beziehung:

                                 KBEK

WFRB  =  100 *
                              PAM * KBEP

KBEK:  Anzahl der eluierten und in Verdün-
nungsreihen ausplattierten Prüforga-
nismen Prüfkörper -1. Die Zellzahlen 
der in die Auswertung einbezogenen 
Verdünnungsstufen werden für die 
Verdünnung und das Gesamtvolumen 
des Eluats korrigiert.

PAM:  gravimetrisch ermittelte Prüfanschmut-
zungsmenge im Prüfkörper in [g], 
entspricht in Annäherung dem Volumen 
in [ml] bei einer angenommenen Dichte 
von 1,0 g ml -1

KBEP:  Anzahl der Prüforganismen in der 
Prüfanschmutzung ml -1

Die Wiederfindungsrate muss erfahrungs-
gemäß deutlich über 0,1 % und unter 2 % 
liegen. Die Publikation von entsprechenden 
Ergebnissen aus Ringversuchen ist in Vor-
bereitung.

Bei der Präparierung der Prüfkörper 
sind alle Informationen zu dokumentieren 
(z. B. Hersteller, Lieferant, Lieferdatum, 
Produktnummer, Chargennummer, insbe-
sondere des Schafbluts und auch der PTFE-
Schläuche). Während der Präparierung der 
Prüfkörper sind folgende weitere Daten zu 
dokumentieren:
– Raumtemperatur bei der Herstellung
–  Zeit bis zum Einsetzen der Koagulation 

der Prüfanschmutzung
–  Menge der Prüfanschmutzung in den Prüf-

körpern nach Durchgängigkeitsprüfung
–  Berechnete Prüforganismenzahl Prüfkör-

per -1

5 Auswertung der Prüfkörper

Prüfkörper, die für die Überprüfung der 
Gesamtprozessleistung von RDG-E einge-
setzt werden, müssen einen Prüforganis-
mengehalt von ≥ 1 3 109 KBE Prüfkörper -1 

aufweisen. Die initiale Anzahl der Prüfor-
ganismen in den Prüfkörpern (KBEPK) er-
gibt sich aus folgender Beziehung:

KBEPK  =  PAM  *  KBEP

PAM:  gravimetrisch ermittelte Prüfanschmut-
zungsmenge im Prüfkörper in [g], 
entspricht in Annäherung dem Volumen 
in [ml] bei einer angenommenen Dichte 
von 1,0 g ml -1

KBEP:  Anzahl der Prüforganismen in der 
Prüfanschmutzung ml -1

3.7  Quantifizierung  
der Prüforganismen

Die Quantifizierung durch Ausplattierung 
erfolgt als Doppelbestimmung. Zur Bestim-
mung der KBE-Zahl werden Verdünnungs-
reihen – wie in Tabelle 1 beschrieben – an-
gelegt und jeweils 100 µl Suspension auf 
KAA-Agar ausplattiert. Die Inkubation er-
folgt bei 36 ± 1 °C, bei Wachstum der Prüf-
organismen tritt eine schwarze Färbung 
des Mediums auf.

Die Auszählung der Koloniezahlen er-
folgt nach 24 Stunden, nach 48 Stunden 
wird eine Nachkontrolle vorgenommen; die 
Ergebnisse werden dokumentiert.

4 Qualitätskontrolle

Zur Qualitätskontrolle von Prüfkörpern 
wird hinsichtlich des verwendeten PTFE-
Schlauchmaterials auf Anlage 8 der „Leit-
linie von DGKH, DGSV, DGVS, DEGEA und 
AKI für die Validierung maschineller Rei-
nigungs-Desinfektionsprozesse zur Aufbe-
reitung thermolabiler Endoskope“ verwie-
sen [3, 4]. Für jede Prüfkörpercharge ist die 
Anzahl der Prüforganismen in der Bakteri-
ensuspension (KBES) und in der Prüfan-
schmutzung (KBEP) zu bestimmen; die zu 
erzielenden Soll-Werte sind in Tabelle 1 
angegeben. 

Darüber hinaus ist für jede einzelne 
Prüfkörpercharge, die zur Untersuchung ei-
nes RDG-E-Prozesses verwendet wird, min-
destens eine Positivkontrolle (Prüfkörper, 
der keinem RDG-E-Prozess unterzogen wur-
de) zu analysieren. Hierbei wird die bakte-
rielle Wiederfindungsrate (WFRB) bestimmt, 
die ausschließlich der internen Qualitätssi-
cherung der Prüfanschmutzung dient. Zur 
Bestimmung wird eine Elution der Prüfan-
schmutzung mit anschließender Quantifi-
zierung der Prüforganismen durch Ausplat-
tierung einer dekadischen Verdünnungsrei-
he (KBEK) vorgenommen (siehe 3.6, 3.7). 

Prüforganismen erfasst. Die Auswahl ge-
eigneter Neutralisationsmittel erfolgt nach 
Angaben des Desinfektionsmittelherstel-
lers oder nach den Standardmethoden der 
DGHM zur Prüfung chemischer Desinfek-
tionsverfahren [5]. 

Zur Elution der Prüforganismen wer-
den 50 ml Neutralisationsmittel mit einer 
Spritze aufgezogen und in den jeweiligen 
Prüfkörper injiziert. Die Injektion erfolgt in 
der selben Richtung wie die Anschmutzung 
der Prüfkörper und die Durchströmung im 
RDG-E-Prozess. Nachfolgend werden zwei 
Mal hintereinander 50 ml Luft injiziert, um 
Reste der Elutionslösung auszublasen. Das 
Eluat wird in einem geeigneten, sterilen 
Becherglas (z. B. 200 ml Volumen), dessen 
Boden mit Glasperlen vollständig bedeckt 
ist, aufgefangen und auf einem Schüttler 3 
Minuten bei 250 U min-1 homogenisiert. 
Der Prüfkörper wird anschließend mit flüs-
sigem KAA-Agar gefüllt (siehe 3.5).

Das Eluat wird durch einen Membran-
filter filtriert. In das Becherglas mit den zu-
rück gebliebenen Glasperlen werden zur 
quantitativen Überführung der Prüforga-
nismen 150 ml NaCl-Lsg. gegeben, kurz ge-
schüttelt und ebenfalls durch den Mem-
branfilter filtriert. Der Filter wird auf KAA-
Agar aufgelegt und bei 36 ± 1 °C für 24 Stun-
den inkubiert, danach erfolgt die Auszäh-
lung der Koloniezahl als KBEM; nach 48 
Stunden wird eine Nachkontrolle vorge-
nommen.

Bei der Auswertung unbehandelter Po-
sitivkontrollen (KBEK) oder bei der Optimie-
rung von Verfahren mit geringen RF-Wer-
ten (KBEV) ist es notwendig, auch hohe 
Zahlen von Prüforganismen quantitativ er-
fassen zu können. Hierzu wird vom Eluat 
ein Aliquot von 1 ml entnommen und die 
Koloniezahl (KBEE) über eine Verdün-
nungsreihe mit nachfolgender Ausplattie-
rung auf KAA-Agar bestimmt (siehe 3.7).
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5.3  Elution und Membranfiltration 
und Verdünnungsreihe (3.6)

Der RF-Wert ergibt sich nach folgender 
Formel:
                                    KBEPK

RF  =  log
                       KBEE  +  KBEM  +  KBEV

5.4 Dokumentation 
Bei der Auswertung und Berechnung der 
RF-Werte sind neben den Informationen 
zur Qualitätssicherung (siehe 4) für jeden 
einzelnen Prüfkörper individuell zu doku-
mentieren:
–  die Menge der enthaltenen Prüfan-

schmutzung 
–  die berechnete Anzahl Prüforganismen 

(KBEPK)
– der Reduktionsfaktor (RF-Wert)
–  die für die Auswertung angewendete Me-

thodik

6 Anwendung der Methode

6.1 Optische Sauberkeit
Die Überprüfung der optischen Sauberkeit 
des Prüfkörpers erfolgt nach der Entnahme 
aus dem RDG-E. Sollte eine optische Sau-
berkeit nicht gegeben sein, kommt die hier 
beschriebene Methode nicht zur Anwen-
dung, da der zu überprüfende Prozess nicht 
die erforderliche Leistung erbracht hat.

6.2  Beurteilung der  
Reinigungsleistung

Die hier beschriebene Methode kann hin-
sichtlich der Entfernung von Mikroorganis-
men bei der Reinigung herangezogen wer-
den. Die Beurteilung der mikrobiologi-
schen Reduktion durch den Reinigungs-
schritt ersetzt jedoch nicht die Beurteilung 
der Reinigung anhand des Leitparameters 
Proteinentfernung nach Anlage 8.

6.3 Lagerung und Transport
Das hier beschriebene Verfahren bezieht 
sich auf Prüfkörper, die direkt vor Ort prä-
pariert, in RDG-E-Prozessen eingesetzt und 
nach der oben beschriebenen Prüfmatrix 
(Abbildung 1) weiterbehandelt und ausge-
wertet werden. Sollten Prüfkörper nach der 
Präparation über einen Zeitraum von län-
ger als 1 Stunde gelagert oder z. B. trans-
portiert werden, muss durch Vergleichsun-
tersuchungen gezeigt werden, dass getrof-
fene Maßnahmen hinreichend sind, um 

Prüfkörper, die diese Anforderung nicht 
erfüllen, sind von der Auswertung auszu-
schließen. 

Nachfolgend wird für jeden Prüfkörper 
der mikrobielle Reduktionsfaktor (RF-Wert) 
errechnet. Beim RF-Wert handelt es sich 
um das logarithmische Maß des Quotien-
ten der durch den Prozess reduzierten Zahl 
teilungsfähiger Prüforganismen mit Bezug 
auf die initiale Prüforganismenzahl.

Die Bestimmung der Anzahl verbliebe-
ner teilungsfähiger Prüforganismen in be-
handelten Prüfkörpern kann entsprechend 
der Prüfmatrix (Abbildung 1) mit unter-
schiedlichen Methoden erfolgen, es wer-
den jeweils erhalten:

KBEE:  
Anzahl der Prüforganismen Prüfkörper -1 aus 
der Endpunktbestimmung (3.5) oder aus der 
Füllung der Schläuche nach vorhergehender 
Elution (3.6). Für die Auswertung werden zwi-
schen 10 und 100 KBE Prüfkörper -1 berück-
sichtigt. Zellzahlen zwischen 0 und 10 KBE 
Prüfkörper -1 werden für die Berechnung als 1 
gewertet. Zahlen oberhalb des Zählbereichs 
werden als 100 angegeben und der errechnete 
RF-Wert wird mit einem „<“ ausgedrückt.

KBEM:
Anzahl der eluierten und auf Membranfilter 
aufgebrachten Prüforganismen Filter -1 (3.6). 
Für die Auswertung werden zwischen 6 und 
150 KBE Filter -1 berücksichtigt. Zellzahlen 
zwischen 0 und 6 KBE Filter -1 werden für die 
Berechnung als 1 gewertet. Zahlen oberhalb 
des Zählbereichs werden als 150 angegeben 
und der errechnete RF-Wert wird mit einem 
„<“ ausgedrückt.

KBEV: 
Anzahl der eluierten und aus Verdünnungsrei-
hen quantifizierten Prüforganismen Prüfkör-
per -1. Die Zellzahlen der in die Auswertung 
einbezogenen Verdünnungsstufen werden für 
die Verdünnung und das Gesamtvolumen des 
Eluats korrigiert.

5.1 Endpunktbestimmung (3.5)

Der RF-Wert ergibt sich nach folgender 
Formel:
                       KBEPK

RF  =  log
                         KBEE

5.2  Elution und Membranfiltration 
(3.6)

Der RF-Wert ergibt sich nach folgender 
Formel:
                             KBEPK

RF  =  log
                       KBEE  +  KBEM

eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse sicher 
zu stellen. Entsprechendes gilt für die La-
gerung und den Transport von aufbereite-
ten Prüfkörpern.

6.4 Gleichwertigkeit der Methode
Grundsätzlich sind Abweichungen von der 
hier beschriebenen Methode nur dann zu-
lässig, wenn durch vergleichende Untersu-
chungen belegt wird, dass sie zu demsel-
ben Ergebnis führen wie bei Anwendung 
der hier genannte Methode.

6.5 Reproduzierbarkeit 
Die Reproduzierbarkeit der Methode wur-
de bereits untersucht und bestätigt [6, 7]. 

6.6 Gleichzeitige Aufbereitung
Es muss sichergestellt sein, dass während 
der Prüfung keine gleichzeitige Aufberei-
tung von Realinstrumenten erfolgt.

6.7  Anforderungen  
an den Prüforganismus

Hinsichtlich den Anforderungen an die Hit-
zebeständigkeit des Prüforganismus En-
terococcus faecium (ATCC 6057, DSM 2146) 
wird auf die Beschreibung in DIN ISO/TS 
15883-5, Anhang I, Kapitel I.7.4 verwiesen.

7 Literatur

1.  DGKH, DGSV, DGVS, DEGEA, AKI: Leitlinie zur 
Validierung maschineller Reinigungs-Desinfek-
tionsprozesse zur Aufbereitung thermolabiler 
Endoskope. ZentralSteril 2011;Suppl. 3.

2.  DIN ISO/TS 15883-5. Reinigungs-Desinfektions-
geräte – Teil 5: Prüfanschmutzungen und -ver-
fahren zum Nachweis der Reinigungswirkung 
(ISO/TS 15883-5); Deutsche Fassung CEN ISO/
TS 15883-5:2005. Berlin: Beuth Verlag, 2006.

3.  Wehrl M, Kircheis U. Methode zur Überprüfung 
der Reinigungsleistung von Reinigungs-Desin-
fektionsgeräten für flexible Endoskope. HygMed 
2011;36:402–406.

4.  Wehrl M, Kircheis U. Methode zur Überprü-
fung der Reinigungsleistung von Reinigungs-
Desinfektionsgeräten für flexible Endoskope. 
ZentralSteril 2011;5:352–356.

5.  Gebel J, Werner HP, Kirsch-Altena A, Bansemir 
K. Standardmethoden der DGHM zur Prüfung 
chemischer Desinfektionsverfahren. mhp Verlag 
GmbH, Wiesbaden, 2002.

6.  Zühlsdorf B, Martiny H. Intralaboratory repro-
ducibility of the German test method of prEN 
ISO 15883-5 for determination of the cleaning 
efficacy of washer-disinfectors for flexible endo-
scopes. J Hosp Infect 2005;59:286–291.

7.  Zühlsdorf B, Kampf G, Floss H., Martiny H. Sui-
tability of the German test method for cleaning 
efficacy in washer-disinfectors for flexible endo-
scopes according to prEN ISO 15883. J Hosp 
Infect 2005;61:46–52.

( )

( )

( )

245_249_kircheis.indd   249 11.06.12   13:27


	 u1_titel
	 U2_Braun
	221_editorial
	222_anzeige_HuR_22Lfg2012_Druck
	223_inhalt
	224_227_aktuell
	228_237_bergen
	238_240_parohl
	241_244_brill
	245_249_kircheis
	250_255_dgkh
	256_258_vah
	259_260_referate
	261_265_veranstaltungen
	266_267_buecher
	268_270_industrie
	271_272_termine
	u3_impressum
	U4_Hartmann


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice




