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1. Einleitung

Holz ist ein traditionell viel genutztes Baumaterial in der landwirtschaftlichen Tierhaltung,
welches jedoch in den letzten Jahren im Vergleich zu moderneren Baustoffen an Bedeutung
verloren hat (Destatis 2022a; 2022b). Ein Grund daflr kdnnte die negative Wahrnehmung der
hygienischen Eigenschaften von Holzoberflachen sein. Verschiedene Verordnungen oder
Richtlinien fordern einen Oberflachenzustand, der eine ordnungsgemalfe, wirksame oder
leicht durchfuihrbare Reinigung und Desinfektion zulasst (BMEL 2014a; 2014b). Ob Holz als

pordses bzw. raues Baumaterial diese Anforderungen erfillt, wird dabei oft infrage gestellt.

Die Reinigung und Desinfektion spielt in der Tierhaltung eine entscheidende Rolle, sowohl in
der allgemeinen Infektionsprophylaxe als auch in der Bekdmpfung von Tierseuchenerregern.
Um die Wirksamkeit der hierbei eingesetzten Desinfektionsmittel zu gewahrleisten, haben sich
fur den Veterinarbereich bzw. auch speziell fir den Bereich der Tierhaltung verschiedene
Richtlinien der Desinfektionsmitteltestung etabliert. Diese unterscheiden sich unter anderem
im Erregerspektrum sowie in der Oberflachenbeschaffenheit, auf der die Desinfektionsmittel
angewendet werden. Das Erregerspektrum unterteilt sich dabei in Bakterien, Viren, Parasiten
und Pilze. Bei den Oberflachen wird zwischen porésen und nicht-porésen Oberflachen
unterschieden. Im Bereich der Tierhaltung ist der Keimtragertest auf porésen Oberflachen als
der wichtigste Wirksamkeitstest anzusehen (B6hm 2002a). Das Hauptaugenmerk der hier

vorgestellten Arbeit liegt dabei auf der Betrachtung der viruziden Wirksamkeit.

Um die Biosicherheit des Baustoffes Holz zu beurteilen, wurden Desinfektionsversuche und
Langzeitbeobachtungen auf unterschiedlichen landwirtschaftlichen Bauhdlzern durchgefihrt.
Die Laboruntersuchungen zur Desinfektion orientierten sich dabei hauptsachlich an der
nationalen Prifrichtlinie der Deutschen Veterindrmedizinischen Gesellschaft (DVG):
.Methoden der Prifung von chemischen Desinfektionsmitteln fir die Tierhaltung, Viruzidie*
(DVG 2017b) und der europaischen Norm: ,,Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika -
Quantitativer Oberflachenversuch zur Bestimmung der viruziden Wirkung chemischer
Desinfektionsmittel und Antiseptika flr den Veterinarbereich auf nicht-porésen Oberflachen -
Prifverfahren und Anforderungen - Phase 2, Stufe 2“ (CEN 2020).

In den Desinfektionsversuchen wurden funf verschiedene Arten von Holzkeimtragern mit
behdllten als auch unbehliliten Viren beimpft und anschlieRend mit drei unterschiedlichen
Desinfektionsmitteln behandelt. Als Desinfektionsmittel dienten die Grundchemikalien
Peressigsaure, Ameisensaure und Glutaraldehyd, welche als Grundsubstanzen in vielen
kommerziell erhaltlichen Desinfektionsmitteln enthalten sind (DVG 2023a; IHO 2023). Der

Desinfektionserfolg wurde quantitativ ausgewertet und die erforderlichen Konzentrationen



wurden ermittelt, die zu einer Keimzahlreduktion um mindestens vier dekadische

Logarithmusstufen fiihrten.

In den Langzeitversuchen zur Tenazitat wurde die intrinsisch biozide Wirkung der Holzer
bestimmt. Hierflr wurden die unterschiedlichen Holzarten sowie zusatzlich Stahlkeimtrager als
Kontrolle mit den Priifviren beimpft und eingelagert. Uber einen Gesamtzeitraum von bis zu
vier Monaten wurden die Keimtrager kontinuierlich bezlglich des Restvirusgehalts bewertet

und miteinander verglichen.

Die Verwendung von Holz als traditionelles Baumaterial in der Landwirtschaft kann einen
Beitrag zu einer nachhaltigeren Wirtschaft, zum Klimaschutz und zur Starkung regionaler
Wertschopfungsketten leisten. Das Bundesministerium fir Erndhrung und Landwirtschaft
empfiehlt, den natirlichen Baustoff Holz verstarkt beim Ausbau von landwirtschaftlichen
Betriebsgebauden zu bertcksichtigen (BMEL 2021). Jedoch dirfen dabei die Aspekte der
Tierhygiene und der Tierseuchenbekdmpfung nicht auller Acht gelassen werden. Die
durchgefiihrten und vorgestellten Untersuchungen sollen zur Prifung der Vereinbarkeit

vorgenannter Anforderungen dienen.



2. Literaturubersicht
2.1 Reinigung und Desinfektion im landwirtschaftlichen Nutztierstall

2.1.1 Rechtliche Grundlagen

2111 Recht der Europaischen Union

Die allgemeinen Vorgaben der Reinigung und Desinfektion fir tierhaltende
Lebensmittelunternehmer der Primarproduktion sind in der Verordnung (EG) Nr. 852/2004
festgehalten (Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union 2004a). Zusatzlich
dazu bezieht sich die Verordnung (EG) Nr. 853/2004 auf spezifische Primarerzeugnisse
tierischen Ursprungs inklusive den hygienischen Voraussetzungen in der Produktion
(Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union 2004b). Weiterhin gibt es
europaische Richtlinien, welche die Reinigung und Desinfektion fur landwirtschaftliche
Nutztierhaltungen sowohl allgemein als auch spezifisch fur Kélber, Schweine, Legehennen
und Masthihner vorgeben (Rat der Europaischen Union 2008a; 2008b; 2007; 1999; 1998).
Fir Betriebe der Okologischen/biologischen Tierhaltung gilt dariber hinausgehend die
Verordnung (EU) 2018/848 (Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union 2018).
Hierbei werden die allgemeine Reinigung und Desinfektion des Produktionszweigs geregelt

sowie die Anwendung bestimmter Reinigungs- und Desinfektionsmittel vorgegeben.

Im Tierseuchenfall ist die Reinigung und Desinfektion von Tierhaltungen durch die Verordnung
(EU) 2016/429 geregelt (Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union 2016).
Diese Grundverordnung wird durch zugehdrige delegierte Verordnungen erganzt, welche
ebenfalls die Hygienebestimmungen thematisieren (Europaische Kommission 2019a; 2019b).
Zusatzlich gibt es noch Durchfihrungsverordnungen, welche die Bekampfung einer
spezifischen Tierseuche inklusive der Durchfihrung von Reinigung und Desinfektion

behandeln (Europaische Kommission 2023; 2021).

21.1.2 Nationales Recht

Die nationale Rechtsgrundlage flir die Reinigung und Desinfektion in der Nutztierhaltung ist im
allgemeinen Teil der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung festgelegt (BMELV 2006). Im
tierartspezifischen Teil dieser Verordnung wird die Reinigung und Desinfektion in der Haltung
von Legehennen, Masthiihnern, Saugferkeln und Kaninchen naher thematisiert (BMELV
2006). Erganzend dazu macht die Schweinehaltungshygieneverordnung weitere Angaben flr

die Reinigung und Desinfektion in Schweinehaltungen (BMEL 2014b).



Im Tierseuchenfall gilt hingegen das Tiergesundheitsgesetz (BMEL 2018b). Dieses Gesetz
ermachtigt das zustandige Bundesministerium, Mittel und Verfahren fir die Desinfektion zu
bestimmen, die bei einer tierseuchenrechtlich vorgeschriebenen Desinfektion angewandt
werden dirfen. Daraus entstand die Richtlinie GUber Mittel und Verfahren fir die Durchfiihrung
der Desinfektion bei bestimmten Tierseuchen (FLI 2023). Hierbei handelt es sich um eine
Richtlinie, nach der die zustandige Behdrde die Desinfektion im Tierseuchenfall anweisen
kann. Weiterhin gibt es zahlreiche Verordnungen, welche die Reinigung und Desinfektion

jeweils flr eine oder mehrere spezifische Tierseuchen vorgeben (BMEL 2019).
2.1.2 Durchfiihrung der Reinigung und Desinfektion

21.21 Reinigung

Vor jeder Stalldesinfektion sollte zunachst eine Reinigung erfolgen. Das Ziel der Reinigung ist
es, organischen sowie anorganischen Schmutz zusammen mit den enthaltenen
Mikroorganismen zu entfernen und so den Gesamtkeimgehalt pro cm? Stallflache bereits vor
der Desinfektion um bis zu drei Zehnerpotenzen zu reduzieren (Muller et al. 2021; Hoy 2016;
Bohm 2002a; 2002b; Hafez und Béhm 2002). Allgemein ist die Reinigung von hinten nach
vorn sowie von oben nach unten durchzuflihren, um bereits gereinigte Flachen nicht erneut zu
kontaminieren (Philipp et al. 2023d; Hafez und Bohm 2002). Die Reinigung lasst sich in

verschiedene Arbeitsschritte gliedern:

Der erste Schritt ist die Grob- bzw. Trockenreinigung. Hierbei sollten alle festen und lockeren
Verschmutzungen trocken aus dem Stall entfernt werden (Muller et al. 2021; Hafez und Béhm
2002). Dies geschieht zunachst Uber die Entfernung der Rickstande von Futter, Wasser,
Einstreu und Fakalien von allen Einrichtungen und Flachen (Philipp et al. 2023d; Schliesser
2022; Mdller et al. 2021). Nachfolgend erfolgt die Demontage aller beweglichen
Ausristungsgegenstande, diese werden gesondert gereinigt und desinfiziert (Philipp et al.
2023d; B6hm 2002b). Danach folgt die Trockenreinigung mithilfe von stalllblichen Hilfsmitteln
wie Besen, Schaufeln, Schrubber oder Kratzer (Béhm 2002b). Vor allem stark verschmutzte
Bereiche des Stalls wie Ecken, Nischen oder Spalten sind dabei zu beachten (Hafez und B6hm
2002). Die Grobreinigung gilt als abgeschlossen, wenn der Stall als besenrein anzusehen ist
(Schliesser 2022; B6hm 2002b; Strauch 1981).

AnschlieBend erfolgt als zweiter Schritt das Einweichen. Dabei wird Leitungswasser
verwendet, optional mit dem Zusatz eines Reinigungsmittels (Schliesser 2022; Mdller et al.
2021; Béhm 2002b; Strauch 1981). Eventuell vorhandene Sprinkleranlagen kénnen fir diesen
Prozess effektiv genutzt werden (Philipp et al. 2023d). Beim manuellen Ausbringen sollte die

Applikationsmenge 1 bis 1,5 | Wasser pro m? betragen und mit geringem Druck (1 bis 2 MPa)



verspriht werden (Hoy 2016; Bohm 2002b; Hafez und Béhm 2002). Idealerweise sollte das
Einweichen mit warmem Wasser (40 °C) erfolgen (Hafez und Bohm 2002). Bei
Umgebungstemperaturen unter dem Gefrierpunkt ist dem Wasser Frostschutzmittel oder
Kochsalz beizufligen (Philipp et al. 2023d). Die Einweichzeit ist abhangig von der individuellen
Oberflache und Verschmutzung und betragt etwa drei Stunden (Hoy 2016; B6hm 2002b).
Durch Zugabe eines Reinigungsmittels und durch Wiederholung des Einweichprozesses lasst
sich die Effektivitat steigern (Hoy 2016; B6hm 2002b; Hafez und Bohm 2002; Strauch 1981).

Das Ziel besteht darin, den Schmutzbelag zu 16sen und aufquellen zu lassen (B6hm 2002a).

Der dritte Schritt besteht in der eigentlichen Reinigung, die meist in Form der
Hochdruckreinigung erfolgt. Hierbei wird Wasser bzw. Reinigungsmittelldsung mit hohem
Druck auf die Flachen verspriiht. Die Applikationsmenge sollte dabei 6 bis 15 I/m? betragen
und mit einem Druck von 7,5 bis 12 MPa verspriht werden (Schliesser 2022; Hoy 2016; B6hm
2002b). Fir Flachen eignet sich die Verwendung einer Flachstrahldlise am besten, wahrend
Rundstrahldisen vor allem bei Ecken, Nischen und Spalten sehr gut eingesetzt werden
kénnen (Hoy 2016; Bohm 2002b; Strauch 1981). Die optimale Temperatur des
Reinigungswassers betragt 40 °C, bei Temperaturen unter dem Gefrierpunkt sind
entsprechende Taumittel beizufligen (Philipp et al. 2023d; Stoy 1983). Die Reinigung gilt als
abgeschlossen, wenn das abflieRende Spullwasser frei von Schmutzpartikeln ist sowie die
urspringliche Struktur, Farbe und Beschaffenheit der Oberflachen wieder erkennbar sind
(Schliesser 2022; Miller et al. 2021; Hoy 2016; Béhm 2002b; Strauch 1981).

Der vierte und letzte Schritt ist das Abtrocknen. Vor dem Prozess der Trocknung sind ggf.
eingesetzte Reinigungsmittel durch Abspllen mit Leitungswasser vollstandig zu entfernen
(Muller et al. 2021; Hoy 2016). Pflitzen und Wasserriickstdnde missen manuell entfernt
werden. Die nachfolgende Trocknungsdauer ist abhangig vom Material und der Beschaffenheit
der Oberflache. Da die Desinfektion in der Regel erst am nachsten Tag stattfindet, betragt die
Trocknungszeit meist eine Nacht (Béhm 2002b). Zudem Iasst sich die Trocknungsdauer durch
das Einschalten der Liftung, das Offnen der Fenster oder das Aktivieren der Raumheizung
verklrzen (Schliesser 2022; Béhm 2002b). Das Ziel dieses Prozesses ist es, eine trockene
Oberflache fir die Desinfektion zu schaffen und somit Seifenfehler oder eine unbeabsichtigte
Verdiinnung des Desinfektionsmittels zu vermeiden (Schliesser 2022; Mdller et al. 2021; B6hm
2002b).

21.2.2 Prophylaktische Desinfektion

Die allgemeine Desinfektion auf3erhalb eines Tierseuchenfalls hat zum Ziel, eine effektive
Infektionsprophylaxe in der Nutztierhaltung aufrechtzuerhalten, um Erkrankungen und

LeistungseinbuBen aufgrund von Krankheitserregern oder anderen unerwinschten



Mikroorganismen zu vermeiden (Schliesser 2022). Dabei wird angestrebt, den Keimgehalt auf
unter 1.000 Keime pro cm? Stallflache zu reduzieren (Schliesser 2022; Miiller et al. 2021; Hoy
2016; Bohm 2002b). In Tierstallen sind diesbeziglich chemische Desinfektionsverfahren als
Mittel der Wahl anzusehen (Muller et al. 2021; Hoy 2016). Diese Verfahren sollten mit

zugelassenen Handelspraparaten oder geeigneten bioziden Grundchemikalien erfolgen.

Das Desinfektionsmittel wird tblicherweise durch Versprihen oder Verspritzen mit geeigneten
Geraten bei niedrigem Druck ausgebracht (Schliesser 2022; Hoy 2016; Bohm 2002b; Hafez
und Béhm 2002). Wie auch die Reinigung, erfolgt die Desinfektion von hinten nach vorn sowie
von oben nach unten (B6hm 2002b; Hafez und B6hm 2002). Zur ausreichenden Benetzung
sollten auf glatten Oberflachen mindestens 0,2 | Desinfektionsmittelldsung pro m? und auf
rauen Oberflichen mindestens 0,4 I/m? ausgebracht werden (Schliesser 2022). Der
Flissigkeitstiberschuss auf rauen Oberflachen fihrt zum notwendigen Eindringen in
Vertiefungen, Risse und Poren (B6hm 2002b). Die Einwirkzeit des Desinfektionsmittels muss
konsequent abgewartet werden (Bohm 2002b). Falls moglich sollte das Desinfektionsmittel
Uber Nacht bei abgeschalteter Liftung einwirken kénnen (Béhm 2002b). Zur Verbesserung
des Desinfektionsergebnisses kann die Desinfektion nach zwei bis vier Stunden wiederholt
werden (Schliesser 2022; Hafez und Béhm 2002). Bei den Nacharbeiten ist sicherzustellen,
dass alle Rickstdnde von Desinfektionsmitteln  vollstandig aus  mdglichen
Flussigkeitsansammlungen (u. a. Futterungs- oder Trankvorrichtungen) entfernt werden
(Maller et al. 2021; Hoy 2016; Bohm 2002b).

2.1.2.3 Desinfektion im Tierseuchenfall

Im Tierseuchenfall erfolgt die Reinigung und Desinfektion auf Anordnung der zusténdigen
Behorde nach Verordnung (EU) 2016/429 (Europaisches Parlament und Rat der Europaischen
Union 2016). Auf Grundlage des Tiergesundheitsgesetzes entstand die Richtlinie Gber Mittel
und Verfahren fur die Durchfihrung der Desinfektion bei bestimmten Tierseuchen, nach
welcher die zustandige Behdrde die fallspezifische Desinfektion anweisen kann (FLI 2023;
BMEL 2018b). Die Reinigung und Desinfektion sind hierbei spezifisch auf den jeweiligen
Krankheitserreger zugeschnitten, mit dem Ziel, alle Tierseuchenerreger vollstandig zu
eliminieren (Schliesser 2022; Béhm 2002b). Zusatzlich zu den normalen Schritten der
prophylaktischen Reinigung und Desinfektion sind hierbei einige weitere MalRnahmen

erforderlich:

Vor der Reinigung und Desinfektion ist in Abhéangigkeit von Ubertragungs- und
Verbreitungswegen des Tierseuchenerregers eine Entwesung durchzufiihren (Freise et al.
2023). Diese Mallnahme strebt eine moglichst vollstdndige sowie gezielte Eliminierung von

Schadnagern und Arthropoden an (Freise et al. 2023). Die Durchfiihrung der



Schadlingsbekampfung hinsichtlich Mittel und Verfahren sollte anhand der technischen
Regeln und Normen der Schadlingsbekampfung erfolgen (Althoff et al. 2023). Ebenfalls kann
vor der Reinigung eine vorlaufige Desinfektion vonnéten sein. Dies ist der Fall bei
hochkontagidésen Tierseuchenerregern sowie bei Erregern mit zoonotischem Potenzial
(Philipp et al. 2023b). Das Ziel dieser Malnahme ist es, mdglichst viele Erreger
schnellstmoglich zu eliminieren und so das Risiko der Seuchenverschleppung zu minimieren
(Philipp et al. 2023b). Die Methode orientiert sich an der prophylaktischen Desinfektion, wobei
spezielle Praparate wie Laugen, Aldehyde oder Ameisensaure verwendet werden, die auch

auf verschmutzten Flachen entsprechend wirksam sind (Philipp et al. 2023b).

Die Reinigung im Tierseuchenfall orientiert sich an der normalen Reinigung bei
Tierseuchenfreiheit. Jedoch sollte die Reinigung hier umfanglicher und rigoroser erfolgen, um
jeglichen Schmutz mdglichst vollstandig durch mechanische Vorgange zu entfernen (Philipp
et al. 2023d). Das ablaufende Reinigungswasser darf nicht unbehandelt in die 6ffentliche

Kanalisation oder Umgebung gelangen (Philipp et al. 2023d).

Die Desinfektion im Tierseuchenfall orientiert sich an der prophylaktischen Desinfektion bei
Tierseuchenfreiheit und lasst sich in eine laufende Desinfektion und die Schlussdesinfektion
einteilen. Eine laufende Desinfektion kann angeordnet werden, um die Ausbreitung einer leicht
verschleppbaren Seuche einzudammen (Philipp et al. 2023c). Hierbei werden Stallbereiche
mit Tierkontakt einer kontinuierlichen Desinfektion unterzogen, bis die letzten Tiere mit
Seuchenverdacht entfernt wurden (Philipp et al. 2023c). Die Schlussdesinfektion erfolgt,
nachdem alle Tiere mit Seuchenerkrankung oder Seuchenverdacht aus dem Stall entfernt
wurden (Philipp et al. 2023c; Bohm 2002b). Diese erfolgt fallspezifisch mit den jeweils
empfohlenen Verfahren und Desinfektionsmitteln (FLI 2023).

Eine mdgliche Wiederbelegung des Stalls darf erst nach Genehmigung durch die zustandige
Behorde erfolgen, nachdem alle Seuchenbekampfungsmafnahmen abgeschlossen wurden
und eine ausreichende Zeitspanne vergangen ist, um ein erneutes Auftreten des
Seuchenerregers zu verhindern (Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union
2016). Weiterhin geben einige Verordnungen flr eine oder mehrere spezifische Tierseuchen
eine individuelle Zeitspanne vor, nach welcher die Wiederbelegung des Stalls erfolgen darf
(BMEL 2019).

2.1.3 Reinigung und Desinfektion auf Holzoberflachen

Durch ihre raue/porése Oberflache ergeben sich bei der Reinigung und Desinfektion von
Holzoberflachen einige Besonderheiten, die beachtet werden missen. In der geltenden

Richtlinie zur Desinfektion bei Tierseuchen wird empfohlen, dass nicht desinfizierbare



Materialien thermisch zu beseitigen sind, soweit die Oberflache nicht geglattet werden kann
(Philipp et al. 2023d). Dementsprechend sind abgenutzte, verschlissene oder verwitterte
Holzteile auszutauschen. Aufgrund der rauen Oberflache sollte die Grobreinigung mit
besonderen Hilfsmitteln wie Spachteln, Drahtbirsten oder entsprechend harten Besen und
Birsten erfolgen (Béhm 2002a). Die Einweichzeit ist aufgrund der pordsen Oberflache
entsprechend zu verlangern. Die Hochdruckreinigung sollte bei einem Druck von nicht mehr
als 12 MPa erfolgen, um Schaden an der Holzoberflache zu vermeiden (Hoy 2016). Die
Trocknungszeiten nach der Reinigung fallen, wie auch die Einweichzeiten, entsprechend
langer aus. Bei der Desinfektion sollten mindestens 0,4 | Desinfektionsmittellésung pro m?
verwendet werden, um mit dem Flussigkeitsiberschuss Poren, Risse und Vertiefungen
entsprechend zu erreichen (Schliesser 2022; Bohm 2002b). Auf vertikalen Flachen haben
Holzoberflachen im Vergleich zu glatten Oberflachen den Vorteil, dass durch die Porositat bzw.
Saugfahigkeit ein Speichereffekt mit einer Langzeitwirkung des Desinfektionsmittels entstehen
kann (Schliesser 1981). Eine Desinfektion tber Aerosole sollte auf rauen Flachen nicht

angewendet werden (Hoy 2016).
2.2 Chemische Desinfektionsmittel

2.2.1 Allgemeine Anforderungen an ein Desinfektionsmittel

An ein Desinfektionsmittel werden im Tierhaltungsbereich unterschiedlichste Anforderungen
gestellt. Viele dieser Anforderungen kénnen dabei nicht von allen Praparaten oder Wirkstoffen
gleichzeitig erflllt werden, daher muss die Auswahl des jeweils anzuwendenden
Desinfektionsmittels fallspezifisch erfolgen. Es gibt kein universell einsetzbares
Desinfektionsmittel (Kramer 2022).

Die wichtigste Anforderung an ein Desinfektionsmittel ist dessen Wirksamkeit. Diese sollte
entweder stark selektiv gegen einen bestimmten Krankheitserreger gerichtet sein oder aber
ein breites Wirkungsspektrum gegen verschiedene Krankheitserreger abdecken (Philipp et al.
2023a; Kramer 2022; Miller et al. 2021; Schliesser 1981). Weiterhin sollte die Wirkung des
Desinfektionsmittels schnell einsetzen und irreversibel sein (Philipp et al. 2023a; Mller et al.
2021; Schubert 2016; Schliesser 1981). Der Abbau der Chemikalien sollte biologisch erfolgen
und die Substanzen sollten eine geringe Toxizitat fur Tiere, Menschen und die Umwelt
aufweisen (Philipp et al. 2023a; Kramer 2022; Muiller et al. 2021; Schubert 2016; Schliesser
1981). Zudem sollte das Produkt mdglichst lange ohne WirkungseinbulRen lagerfahig sein,
eine gute Materialvertraglichkeit aufweisen, einen geringen Wirkungsverlust durch
Milieueinflisse besitzen und allgemein wirtschaftlich sein (Philipp et al. 2023a; Kramer 2022;
Muller et al. 2021; Schubert 2016; Schliesser 1981). Weiterhin mussen Desinfektionsmittel



genehmigt und zugelassen sein (Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union
2012).

2.2.2 Zulassung von Desinfektionsmitteln

Laut geltendem Recht der Europaischen Union missen die im Handel befindlichen
Desinfektionsmittelpraparate nach der Biozidverordnung (EU) Nr. 528/2012 zugelassen sein
(Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union 2012). Dieses

Zulassungsverfahren gliedert sich in zwei Prozessschritte:

Der erste Schritt ist die Genehmigung des Wirkstoffs. Die Genehmigung erfolgt hierbei flr
einen oder mehrere Produktbereiche. Fir die Wirkstoffe der Desinfektionsmittel in der
Tierhaltung ist dabei die Produktart 3 ,Hygiene im Veterinarbereich“ entscheidend. Ist die
Genehmigung des Wirkstoffs erfolgt, wird von der Europdischen Kommission eine
entsprechende Durchfiihrungsverordnung fiir die Dauer von zehn Jahren erlassen. Derzeit
sind mehrere Wirkstoffe (wie Jod, Glutaraldehyd, Wasserstoffperoxid, Peressigsaure, Kalk,
Formaldehyd, ...) flr den Veterindrbereich genehmigt sowie weitere aktuell im
Genehmigungsverfahren (ECHA 2023). Zusatzlich zu den genehmigten Wirkstoffen dirfen
gemall der Delegierten Verordnung (EU) Nr. 1062/2014 auch ,alte Wirkstoffe* in
Biozidprodukten verwendet werden, solange deren Genehmigungsprozess noch nicht

abgeschlossen ist (Europaische Kommission 2014).

Der zweite Schritt ist die Zulassung des eigentlichen Biozidprodukts. Zustandig hierfir ist im
Rahmen der nationalen Zulassung nach dem deutschen Chemikaliengesetz die Bundesstelle
fur Chemikalien der Bundesanstalt flr Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BMUNR 2013).
Weitere Zulassungsmodelle sind mdglich, unter anderem eine gegenseitige Anerkennung der
Mitgliedstaaten oder eine direkte Unionszulassung. Die Zulassung eines Biozidprodukts gilt
fur die Dauer von hdchstens zehn Jahren, kann jedoch verlangert werden. Neben den
zugelassenen  Biozidprodukten gibt es Handelspraparate, die aufgrund von
Ubergangsregelungen bereits wahrend des laufenden Zulassungsverfahrens verwendet
werden dirfen (BAuA 2023). Zusatzlich gibt es noch weitere Handelspraparate, die aufgrund
eines laufenden Genehmigungsverfahrens fur den enthaltenen Wirkstoff ebenfalls auf dem
Markt bereitgestellt und verwendet werden durfen (BMU 2021; BMUNR 2013; Europaisches

Parlament und Rat der Europaischen Union 2012).



2.2.3 Viruzide Wirksamkeitspriifungen auf Oberflachen der Tierhaltung

2.2.31 Allgemeines zur Wirksamkeitspriifung

Nachdem ein Desinfektionsmittelpraparat zugelassen wurde, sollte es auch in den
entsprechenden Listen als wirksam aufgefiuhrt sein. Hierfir existieren verschiedene
Prifrichtlinien. Im Allgemeinen hat es sich etabliert, dass behillte Viren als auch unbehdillte
Viren geprift werden. Aufgrund der Unterschiede im Aufbau der Viren beziglich des
Vorhandenseins einer  Lipidhllle  besitzen die Viren eine unterschiedliche
Desinfektionsmittelresistenz. Allgemein sind behillte Viren weniger resistent gegeniber
chemischen Desinfektionsmitteln als unbehiillte Viren (Bodenschatz 2022; Kramer 2022;
Schubert 2016; Schliesser 1981). Die viruzide Desinfektionsmittelwirksamkeit ist daher
eingeteilt in eine begrenzte viruzide Wirkung (bestatigte Wirkung nur bei behdlliten Viren) und

eine volle viruzide Wirkung (bestatigte Wirkung gegen behiillte und unbehdllte Viren).

Die Wirksamkeitsprifungen gliedern sich meist in einen Suspensionstest und einen
Prifversuch auf Oberflachen (Keimtragertest). Der Keimtragertest ist der wichtigste

Prifversuch fur den Bereich der Tierhaltung (B6hm 2002a).

2.2.3.2 Prifrichtlinie der Deutschen Veterinarmedizinischen Gesellschaft

Der Ausschuss fur die Desinfektion in der Veterinarmedizin der DVG erstellt die nationalen
tiermedizinischen Prifrichtlinien und listet die als wirksam gepriften Desinfektionsmittel. Es
erfolgt eine Dreiteilung der Prifrichtlinien und Desinfektionsmittellisten fir die
Anwendungsbereiche  Tierhaltung, Tierarztpraxen inklusive Tierheime und den
Lebensmittelbereich. In jedem Bereich wird die Wirksamkeit der Desinfektionsmittel auf
unterschiedliche Erreger nach standardisierten Kriterien gepruft. Bei nachgewiesener

Wirksamkeit erhalt das Produkt das DVG-Prifsiegel als gelistetes Desinfektionsmittel.

Die Prifrichtlinie entstand in den 1970er-Jahren unter dem Titel ,Richtlinien zur Prifung
chemischer Desinfektionsmittel flr die Veterinarmedizin“ (DVG 1975). Die Prifung der
Viruzidie umfasste hierbei eine Vorpriifung im Suspensionsversuch sowie eine Hauptprifung
auf Keimtragern. Als Testviren dienten dabei vier Prifviren, davon zwei unbehillte Viren
(Enteric cytopathic bovine orphan-Virus (ECBO-Virus) & Hepatitis contagiosa canis-Virus) und
zwei behlllte Viren (Newcastle Disease-Virus (Stamm California) & Vaccinia-Virus). In der
Hauptprufung wurde die Oberflachenwirkung der Desinfektionsmittel auf porésen Oberflachen

getestet. Als Keimtragermodelle dienten Verbandsmull, Hihnereischalen und Pappelholz.

Die Richtlinie wurde im Laufe der Jahre weiter Uberarbeitet und in aktualisierten Auflagen
herausgegeben. In der 2. Auflage (Stand 1988), der 3. Auflage (Stand 2000) und der 4. Auflage
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(Stand 2007) ist die Prifung der viruziden Desinfektionsmittel fur die Tierhaltung mit Stand von
dem Jahr 1988 erschienen (DVG 2007; 2000; 1988). Im Unterschied zur ersten Fassung
wurde das Hepatitis contagiosa canis-Virus durch das Reo-Virus ersetzt. Weiterhin anderte
sich der angegebene Teststamm des Newcastle Disease Virus zu dem Stamm Montana. Fur

die Hauptprifung wurden Verbandsmull und Pappelholz als Keimtréager angegeben.

In Ermangelung einer europaischen Norm, welche die viruzide Desinfektionsmittelprifung im
Veterinarbereich auf rauen/porésen Oberflachen thematisiert, erfolgt die nationale Testung
weiterhin gemall den DVG-Richtlinien. Die derzeitige Prifrichtlinie der Viruzidie in der
Tierhaltung ist die 4. Auflage mit Stand vom 07.11.2017 (DVG 2017b). Hierbei wird weiterhin
in einen Vortest (Suspensionstest) und einen Hauptversuch (Keimtragertest) gegliedert. Die
vier Prifviren blieben unverandert. Als Keimtragermodell ist nur noch der Keimtrager aus
Pappelholz angesetzt. Dieser Modellkeimtrager wird mit den Prifviren beimpft und
anschliefend bei 10 °C (fakultativ auch bei anderen Temperaturen) in entsprechenden
Desinfektionsmittelverdiinnungen desinfiziert. Nach 15, 30, 60 und 120 min erfolgt die
Auswertung der Desinfektion mit einem qualitativen Verfahren. Eine wirksame Desinfektion
stellt sich als eine Titerreduktion um mindestens vier dekadische Logarithmusstufen dar,
welche durch eine Wiederholung bestatigt wurde. Derzeit sind 84 Produkte in der DVG-Liste

gelistet, die entweder eine begrenzte oder eine volle viruzide Wirkung besitzen (DVG 2023a).

2233 Priifverfahren nach europaischen Normen

Die Aufgabe des Komitees 216 ,Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika“ des
europaischen Komitees flir Normung ist es, einheitliche Prufverfahren zu erstellen, um die
europaweite Vergleichbarkeit von Desinfektionsmitteln zu ermdéglichen. Die Arbeitsgruppe 2
beschaftigt sich mit den Prufverfahren der Desinfektion im Veterinarbereich. Dabei ist die

Erstellung der Prifverfahren in verschiedene Phasen unterteilt (Schubert 2016).

FUr das Gebiet der Viruzidie im Veterinarbereich existieren momentan zwei Prufverfahren.
Einerseits ein quantitativer Suspensionsversuch (CEN 2015) und anderseits ein quantitativer
Oberflachenversuch auf nicht-porésen Oberflachen (CEN 2020). Fir raue/pordse Oberflachen
im Veterinarbereich existiert momentan nur ein quantitativer Oberflachenversuch der
Bakterizidie (CEN 2019). Wenn ein Prifverfahren der Viruzidie auf rauen/pordsen Oberflachen
entwickelt wird, ist es wahrscheinlich, dass es an bereits bestehende Prifverfahren angelehnt

sein wird.

Hinsichtlich der Viren wird im Suspensionsversuch, wie in der DVG-Prifung, das Bovine
Enterovirus E (umbenanntes ECBO-Virus) verwendet. Im Oberflachenversuch werden das
Porzine Parvovirus und das Feline Coronavirus als Prifviren genutzt. Der Keimtrager ist bei

der viruziden Prifung eine Scheibe aus rostfreiem Stahl. Die bakterizide Prifung fordert wie
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die DVG-Prifrichtlinie einen Keimtrager aus Pappelholz. Die obligatorische Priftemperatur
betragt bei allen Prifverfahren 10 °C, die Einwirkzeit variiert je nach Norm. Als
Auswertesystem wird in allen drei Normen ein quantitatives Verfahren genutzt. Von einer
wirksamen Desinfektion wird ausgegangen, wenn eine Titerreduktion um mindestens vier
dekadische Logarithmusstufen erreicht wird. Eine Ausnahme stellt der Oberflachenversuch
zur Viruzidie dar, fir welchen eine Reduktion um mindestens drei dekadische

Logarithmusstufen gefordert wird.

Der Industrieverband Hygiene & Oberflachenschutz (IHO) priift und listet Desinfektionsmittel
fur den Arbeitsbereich der Flachendesinfektion in der Tierhygiene. Der Suspensionsversuch
zur Viruzidie nach europaischer Norm bildet dabei die Testgrundlage. Derzeit sind 74 Produkte
in der IHO-Liste gelistet, die eine viruzide Wirksamkeit besitzen (IHO 2023).

2.2.4 Untersuchte Wirkstoffgruppen

2241 Peroxide (Peressigsaure)

Die Peroxide stellen eine Wirkstoffgruppe innerhalb der Oxidationsmittel dar. Peressigsaure
und Wasserstoffperoxid sind die beiden bedeutendsten Vertreter der Wirkstoffgruppe (B6hm
2002a). Die viruzide Wirkungsweise der Peroxide beruht auf der oxidativen Wirkung von
Sauerstoffradikalen. Diese Radikale besitzen einerseits eine oxidative Wirkung auf die Basen
der DNA bzw. der RNA, wodurch es wahrend der Replikation zu Punktmutationen kommt
(Kramer et al. 2008a). Andererseits werden die Ribose- bzw. Desoxyriboseketten radikalisch
angegriffen, was Strangbriiche nach sich zieht (Kramer et al. 2008a; Sporkenbach-Hoéffler et
al. 1983). Kapsidproteine (bei unbehdlliten Viren) bzw. Glykoproteine (bei behdillten Viren)
werden ebenfalls durch Oxidation zerstort (Rheinbaben und Wolff 2002; Sporkenbach-Hoffler
et al. 1983).

Peressigsaure ist in Losungen von 10 % bis 40 % im Handel erhaltlich und ist als Wirkstoff der
Hygiene im Veterinarbereich genehmigt (Europdische Kommission 2016). Als
Desinfektionsmittel besitzt Peressigsaure ein breites Wirkungsspektrum mit einer hohen
bioziden Wirksamkeit (Kramer 2022; Béhm 2002a; Schliesser 1981). In der Landwirtschaft ist
es als Mittel zur Desinfektion von Flachen, Gegenstanden und Apparaturen seit Jahren
etabliert und findet ebenfalls in veterindrmedizinischen Bereichen Anwendung, einschlief3lich
der Bekampfung von Tierseuchenerregern (Schubert 2016). Die desinfizierende Wirkung der
Peressigsaure setzt sehr schnell ein und ist in gewissen Maf3en unabhangig von den Faktoren

Temperatur, pH-Wert und Eiweil3belastung (Kramer 2022).

Die Einsatztemperatur der Peressigsaure erlaubt eine fast uneingeschrankte Verwendung des

Desinfektionsmittels (Schliesser 1981). Unter Zusatz von Frostschutzmitteln ist eine
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Anwendung bis zu —40 °C moglich (Jones et al. 1967). Der optimale pH-Wert liegt bei 2,5 bis 4,
allerdings ist Peressigsaure auch im alkalischen Bereich noch hochwirksam (Kramer et al.
2008a; Bohm 2002a). Die Eiweil3toleranz kann als maRig gut betrachtet werden, mit einer
Ausnahme auf blutigen Flachen (einschlieRlich geronnenem Blut), wo die
Desinfektionswirkung stark herabgesetzt oder ganz ausgesetzt ist (Kramer 2022; Rheinbaben

und Wolff 2002). Der Seifenfehler ist nur gering ausgepragt (Kramer 2022).

Peressigsaure besitzt als Reinsubstanz eine ausgepragte korrosive Wirkung auf viele Metalle,
weist allerdings keinerlei Rickstandsproblematik in der Umwelt auf, da das Peroxid rasch und
vollstandig zerfallt (Kramer 2022; Mdller et al. 2021; Kramer et al. 2008a; Rheinbaben und
Wolff 2002; Schliesser 1981). Die schadlichen Eigenschaften der Peressigsaure kénnen bei
unsachgemalfer Anwendung zu Hautproblematiken flhren (Kramer 2022; ECHA 2021b;
Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union 2008; Kramer et al. 2008a).
Weiterhin wurde in Tierexperimenten gezeigt, dass die wiederholte Applikation oder Inhalation
von Peressigsaure mutagen, embryotoxisch, systemisch toxisch, neurotoxisch, teratogen und

kanzerogen wirken kann (Kramer 2022; Kramer et al. 2008a).

2242 Organische Sauren (Ameisensaure)

Die organischen Sauren gehdren zu der Wirkstoffgruppe der aliphatischen Carbonsauren.
Dabei stellen Ameisen-, Essig- und Propionsaure die wirksamsten und wichtigsten Vertreter
dieser Gruppe dar (Trauzettel 1993). Die biozide Wirkungsweise beruht auf der Absenkung
des pH-Wertes und der Wirkung des undissoziierten Saureanteils (Kramer et al. 2008c; B6hm
2002a; Trauzettel 1993). Der Anteil der undissoziierten Saure ist dabei stark vom pH-Wert
abhangig. Gerade bei kurzkettigen organischen Sauren ist es fur die Wirksamkeit wichtig, dass
der pH-Wert im stark sauren Bereich liegt, andernfalls sinkt deren undissoziierter Anteil ab
(Kramer et al. 2008c; Bohm 2002a).

Ameisensaure ist im Handel in hohen Konzentrationen bis zur unverdinnten Reinsubstanz
erhaltlich. Derzeit ist Ameisensaure noch nicht als Wirkstoff der Hygiene im Veterinarbereich
genehmigt (ECHA 2023). Allerdings befindet sich die organische Saure momentan im
Genehmigungsverfahren und ist aufgrund von Ubergangsregelungen fiir Biozidprodukte mit

alten Wirkstoffen weiterhin nutzbar (Europaische Kommission 2014).

Ameisensaure zeigt eine gute viruzide Wirksamkeit und findet Anwendung als
Stalldesinfektionsmittel (Kramer et al. 2008c; Bremer 2003; Béhm 2002a). Die Wirkung wird
jedoch von Umgebungsparametern stark beeinflusst. Einen groRen Einfluss auf die
desinfizierende Wirkung haben dabei Temperaturunterschiede, Anderungen des pH-Wertes
und das Vorliegen einer Eiweillbelastung (Béhm 2002a). Bei niedriger Temperatur sinkt die
desinfizierende Wirkung stark ab (Hélzle et al. 2023; Lachele 1990). Der optimale pH-Wert
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liegt mit 3 bis 5 im stark sauren Bereich (Kramer et al. 2008c). Der Eiweilfehler wird als
mittelgro® beschrieben (B6hm 1986).

Die organische S&ure besitzt keine Okotoxizitdt und weist eine leichte biologische
Abbaubarkeit auf (Kramer et al. 2008c). Gegenuber Metallen besitzt die Saure korrosive
Eigenschaften (ECHA 2021a; Schliesser 1981). Bei unsachgemafier Verwendung kénnen
beim Anwender reizende oder atzende Wirkungen auf der Haut, den Augen oder den
Atemwegen auftreten (Holzle et al. 2023; ECHA 2021a; Europaisches Parlament und Rat der
Europaischen Union 2008). Tierexperimentell ergaben sich bei oraler Aufnahme

Organschaden und Wachstumsstérungen (Kramer et al. 2008c).

2.24.3 Aldehyde (Glutaraldehyd)

Die drei wichtigsten Vertreter der Aldehyde stellen Formaldehyd, Glutaraldehyd und Glyoxal
dar (B6hm 2002a; Schliesser 1981). Die viruzide Wirkungsweise beruht auf der sehr reaktiven
Aldehydgruppe. Diese bindet an die ggf. vorhandenen Phospholipide der Lipidhille, die
Bausteine der Nukleinsduren oder an die Aminogruppen von Proteinen und inaktiviert die Viren
dadurch (Kramer et al. 2008b; Béhm 2002a; Rheinbaben und Wolff 2002; Maris 1995;
Schliesser 1975).

Glutaraldehyd ist eine dlige Flissigkeit, welche in Lésungen bis zu 50 % im Handel erhaltlich
ist. Das Aldehyd besitzt eine Genehmigung als Wirkstoff der Hygiene im Veterinarbereich
(Europaische Kommission 2015). Dort wird es unter anderem zur Flachendesinfektion
eingesetzt, mit einer Wirksamkeit gegentiber vielen Krankheitserregern (Schubert 2016; B6hm
2002a; Schliesser 1981). Die Aktivitdt des Glutaraldehyds ist stark von den
Umgebungsbedingungen abhangig. Das Optimum der viruziden Wirksamkeit liegt im
pH-Wertbereich von 7,5 bis 8,5 (Kramer et al. 2008b; B6hm 2002a; Rheinbaben und Wolff
2002). In diesem Bereich liegt die Glutaraldehydlésung als eine aktivierte Lésung vor
(Rheinbaben und Wolff 2002). Aufgrund der herabgesetzten Stabilitat der aktivierten Losung
wird diese erst vor dem Gebrauch alkalisiert (Kramer et al. 2008b; Rheinbaben und Wolff
2002). Gegenlber niedrigen Temperaturen ist Glutaraldehyd besonders empfindlich.
Unterhalb von 10 °C ist die Wirkung bereits deutlich beeintrachtigt und ab dem Gefrierpunkt
kommt die Wirkung vollstdndig zum Erliegen (Michels et al. 2023; Béhm 2002a). In
Zusammenhang mit Belastungen durch organisches Material sowie Rickstidnden von
Reinigungsmitteln wird die Wirksamkeit nur gering bis mafRlig beeintrachtigt (Kramer 2022;
Bohm 2002a).

Glutaraldehyd besitzt keine korrosiven Eigenschaften und eine sehr geringe Okotoxizitat, da
es rasch und vollstandig zerfallt (Kramer 2022; Miiller et al. 2021). Untersuchungen zeigten,

dass es innerhalb von 28 Tagen vollstdndig abgebaut wird (Zollner et al. 1995). Bei

14



unsachgemafer Anwendung kénnen aufgrund der toxischen Eigenschaften reizende
Wirkungen auf der Haut, den Augen oder den Atemwegen auftreten (Michels et al. 2023;
ECHA 2013; Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union 2008; Kramer et al.
2008b). Zudem besitzt Glutaraldehyd ein allergenes Potenzial (Kramer et al. 2008b).
Tierexperimentell wurde eine akute Toxizitat in den Organen des zentralen Nervensystems,
den mannlichen Fortpflanzungsorganen und dem Fetus nachgewiesen (Kramer et al. 2008b).
Weiterhin ist ein mutagenes Potenzial nicht auszuschlieen (Michels et al. 2023; Kramer et al.
2008b).

2.3 Holzoberflachen in der Tierhaltung

2.3.1 Holznutzung in der Landwirtschaft

Das Bundesministerium flr Ernahrung und Landwirtschaft empfiehlt, den natlrlichen Baustoff
Holz verstarkt beim Ausbau von landwirtschaftlichen Betriebsgebauden zu berlicksichtigen
(BMEL 2021). Im Jahr 2021 wurden 1.594 neue landwirtschaftliche Betriebsgebaude mit Holz
als Uberwiegend verwendeter Baustoff mit einem umbauten Raum von insgesamt
4.716.000 m® errichtet (Destatis 2022a). Ebenfalls wurden im Jahr 2021 die
Baugenehmigungen flr 2.169 neue landwirtschaftliche Betriebsgebaude mit Holz als
Uberwiegend verwendeter Baustoff mit einem umbauten Raum von insgesamt 6.137.000 m?
erteilt (Destatis 2022b). Die Verwendung von Bauholz leitet sich unter anderem daraus ab,
dass die Mehrzahl der landwirtschaftlichen Betriebe neben Acker- und Grinland auch im
Besitz von Waldflachen ist und somit eigenes Holz im Bau verwerten kann (Bar 2022; Destatis
2022c; Mittrach 1979). In Deutschland gibt es 141.050 waldbesitzende landwirtschaftliche
Betriebe mit insgesamt 1.549.100 ha an Waldflachen oder landwirtschaftlichen
Agrarholzplantagen (Kurzumtriebsplantagen) (Destatis 2022c). Der Anteil der Betriebe mit
Kurzumtriebsplantagen liegt dabei nur bei ca. 1 %, und nur bei ca. 0,4 % der vorgenannten
Flache handelt es sich um Kurzumtriebsplantagen (Destatis 2017). Das betriebseigene Holz
kann fir die Errichtung von landwirtschaftlichen Betriebsgebauden effektiv genutzt werden
(Bar 2022; Engler 2021; Dauermann und Enneking 2019; Jiang et al. 2019; Dietsch et al. 2018;
Dederich und Witzel 2006).

2.3.2 Untersuchte Holzarten

2.3.21 Fichte

Die Gattung der Fichten (Picea) stellt mit ca. 35 Unterarten die pragende Baumart der borealen
Nadelwalder der Nordhemisphare und der Nadelwaldstufe in den Gebirgen der temperaten

sowie teils meridionalen Klimazone dar (Aas 2017; Schmidt 1998). In Mitteleuropa bilden die
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Fichten die haufigste Nadelbaumart (Aas 2017). Die gewdhnliche oder gemeine Fichte (Picea
abies) ist eine einheimische Baumart und besitzt in Mitteleuropa die gréfite forstwirtschaftliche
Bedeutung (Aas 2017; Schmidt 2002). Mit einem Anteil von ca. 26 % an der Flache des
Waldbestandes ist sie die haufigste Baumart in Deutschland und macht ca. 33 % des
Holzvorrates der Walder aus (BMEL 2018a). Sie wird ca. 40 m (max. 60 m) hoch, erreicht
Brusthéhendurchmesser bis 1,5 m (max. 2 m) und kann bis zu 400 Jahre alt werden (Aas
2017). Die Fichte ist sehr anfallig flr die Auswirkungen des Klimawandels, durch ihre flachen
Wurzeln fallt sie vermehrt Stirmen zum Opfer, ebenfalls setzen bei anhaltenden Hitzeperioden
die Trockenheit und Borkenkaferlarven (Ips typographus) der Baumart stark zu (Obladen et al.
2021; Schuldt et al. 2020; Brosinger 2017; Biermayer und Tretter 2016). Unter anderem aus
diesen Grinden nehmen sowohl die baumartspezifische Waldflache als auch der Holzvorrat
der Fichte ab (BMEL 2018a).

Bei dem Holz der Fichte handelt es sich um geradfaseriges Nadelholz mit weilllicher bis
gelbweillicher Farbung (Richter und Ehmcke 2017; Grosser und Teetz 1998). Das Splint- und
Kernholz lasst sich wegen der Zugehorigkeit zu den Reifholzbdumen farblich nicht
voneinander unterscheiden (Richter und Ehmcke 2017; Schmidt 2002; Grosser und Teetz
1998). Aufgrund der im Verhaltnis zum relativ geringen Gewicht guten Festigkeits- und
Elastizitatseigenschaften eignet es sich hervorragend als Bau- und Konstruktionsholz (Richter
und Ehmcke 2017; Schmidt 2002; Grosser und Teetz 1998). Im landwirtschaftlichen Bauen
gehort Fichtenholz zu den hauptséachlich verwendeten Holzarten (Bar 2022; Engler 2021,
Jiang et al. 2019; Dietsch et al. 2018).

2.3.2.2 Kiefer

Die Gattung der Kiefern (Pinus) stellt mit mindestens 110 Unterarten die am weitesten
verbreitete Baumgattung der ndrdlichen Hemisphare dar und gilt als die ©kologisch und
O0konomisch wichtigste Baumgattung der Erde (Schitt und Stimm 2006; Prince et al. 1998;
Richardson und Rundel 1998). Die Waldkiefer bzw. gewdhnliche oder gemeine Kiefer (Pinus
sylvestris) besitzt innerhalb der Baumgattung das groRte Verbreitungsareal und wird in
Deutschland in vielen Gebieten forstwirtschaftlich angebaut (Aas 2007). Mit einem Anteil von
ca. 23 % an der Flache des Waldbestandes ist sie die zweithaufigste Baumart in Deutschland
und macht ca. 21 % des Holzvorrates der Walder aus (BMEL 2018a). Sie wird ca. 20 bis 30 m
(max. 45 m) hoch, erreicht Durchmesser bis 1,5 m und wird etwa 300 Jahre (im Einzelfall bis
600 Jahre) alt (Aas 2007; Schitt und Stimm 2006). Aufgrund der Klimaerwarmung und der
zunehmenden Eutrophierung mit Stickstoff verliert die Kiefer an Konkurrenzfahigkeit,

insbesondere gegenlber Laubbdumen, und wird gleichzeitig anfalliger fur Krankheitserreger
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(Schuldt et al. 2020; Walentowski et al. 2007). Diese Effekte fiihren zu der Abnahme der
baumartspezifischen Waldflache der Kiefer (BMEL 2018a).

Bei dem Holz der Kiefer handelt es sich um geradfaseriges Nadelholz mit rétlicher bis
rotbrauner Kernfarbung und weif3-gelblicher bis weil3-rétlicher Splintfarbung (Grosser 2007,
Schitt und Stimm 2006). Aufgrund der Zugehorigkeit zu den Kernholzbaumarten lassen sich
Splint- und Kernholz optisch gut voneinander unterscheiden (Grosser 2007). Kiefernholz
besitzt eine hohe Anzahl an Harzkanalen, welche im Vergleich zu Fichten- oder
Douglasienholz einen deutlich gréfkeren Durchmesser (100 bis 150 uym) aufweisen (Grosser
2007; Schitt und Stimm 2006). Das Holz der Baumart ist als mittelschweres sowie maRig
hartes Holz einzustufen und besitzt gute Elastizitats- und Festigkeitseigenschaften (Grosser
2007). Kiefernholz wird unter anderem als Bau- und Konstruktionsholz genutzt und ist nach
der Fichte das zweitwichtigste einheimische Nadelholz in Bezug auf die Verwendung (Bar
2022; Grosser 2007; Schutt und Stimm 2006).

23.23 Pappel

Die Gattung der Pappeln (Populus) besteht aus ca. 30 Unterarten mit einer Verbreitung Uber
die gesamte temperate und boreale Klimazone der Nordhalbkugel (Weisgerber 2010; Aas
2006). In Mitteleuropa kommen natirlicherweise die Schwarzpappel (Populus nigra), die
Silberpappel (Populus alba) und die Zitterpappel bzw. Aspe oder Espe (Populus tremula) vor,
zudem sind zahlreiche Hybridpappeln (Populus sp.) anzutreffen (Aas 2006; Grosser und Teetz
1998). Bei der Bundeswaldinventur wird die Pappel zusammen mit anderen Laubbdaumen mit
ebenfalls niedriger Lebensdauer aufgefiihrt, somit kdnnen keine konkreten Angaben Uber die
Verbreitung getroffen werden (BMEL 2018a). Pappeln werden bis zu 45 m hoch, erreichen
Brusthéhendurchmesser bis 2,5 m und werden nur selten tber 150 Jahre (in Einzelfallen bis
300 Jahre) alt (Weisgerber 2010; Aas 2006). Pappeln gehdren zu den einheimischen
Baumarten mit dem starksten Hohenwachstum in kurzer Zeit (Grosser 2006; Rohle et al. 2005;
Pontailler et al. 1999). Hinsichtlich aktueller klimatischer Herausforderungen zeichnet sich die
raschwuichsige Pappel besonders aus, da diese aufgrund der hohen Massenleistung die
Baumart mit der schnellsten CO»-Absorptionsfahigkeit der nérdlichen Hemisphéare darstellt
(Eisfeld 2006; Roloff 2006; Rohle et al. 2005; Pontailler et al. 1999; Grosser und Teetz 1998).

Pappelholz ist als Laubholz einzuordnen und besitzt eine weiche sowie grobfaserige Struktur
(Grosser 2006). Mit Ausnahme der Zitterpappel gehdéren die Pappeln zu den
kernholzbildenden Baumen mit grauweilllich gefarbtem Splintholz und je nach Unterart
hellgrinlich bis olivfarben bzw. gelblich bis rétlich gefarbtem Kernholz (Grosser 2006).
Pappelholz gehdrt zu den leichtesten einheimischen Laubholzarten und besitzt

dementsprechend geringe Festigkeitswerte und Tragfahigkeitseigenschaften (Grosser 2006;
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Roloff 2006). Allerdings besitzt das Holz einen hohen Abnutzungswiderstand, welcher auf die
starke Verfilzung der Holzfasern zurlickzuflhren ist, zudem gilt es als ziemlich elastisch, zah
und splitterfest (Grosser 2006). Als Baumaterial in der Landwirtschaft wird es unter anderem

als Holzschalung eingesetzt (Dederich und Witzel 2006; Grosser und Teetz 1998).

2.3.24 Buche

Die Gattung der Buchen (Fagus) besitzt eine groRe 6kologische Bedeutung und ist mit zehn
Unterarten in der temperaten Zone der ndrdlichen Hemisphare weit verbreitet (Aas 2022; Jiang
et al. 2022; Felbermeier und Mosandl 2002). In Europa sind die Orientbuche (Fagus orientalis)
und die haufigste und konkurrenzstarkste Laubbaumart, die Rotbuche (Fagus sylvatica),
beheimatet (Aas 2022). Die Stellung der Rotbuche als Klimaxbaumart hangt mit ihrer hohen
Schattentoleranz, der Ausbildung der dichten Baumkrone und dem bis ins hohe Alter
anhaltenden Wachstum zusammen (Aas 2022; Kroiher und Schmitz 2015; Felbermeier und
Mosandl 2002). Die Rotbuche ist die haufigste Laubbaumart in Deutschland und macht ca.
16 % der Flache des Waldbestandes aus, der Holzvorrat der Walder an Rotbuchenholz betragt
ca. 17 % (BMEL 2018a). Rotbuchenwalder verzeichneten in der letzten Bundeswaldinventur
die grofite Zunahme der Waldflache und des Holzvorrates in absoluten Zahlen (BMEL 2018a).
Rotbuchen erreichen Héhen bis 35 m (max. 45 m), Brusthhendurchmesser bis 1,5 m (max.
2,9 m) und Hoéchstalter von 300 bis 400 Jahren (Aas 2022; Felbermeier und Mosandl 2002).
Hinsichtlich klimatischer Veranderungen, wie sehr heilte und trockene Sommer, zeigt sich die
Buche nur wenig widerstandsfahig, wie die Sommer 2018 oder 2019 gezeigt haben (Falk et
al. 2022; Schif3lbauer et al. 2022; Obladen et al. 2021; Schuldt et al. 2020).

Bei dem Holz der Buche handelt es sich um ein hartes und schweres Laubholz mit einer blass-
gelben bis weil3-rétlichen Farbung (Torno 2022; Felbermeier und Mosandl 2002; Grosser und
Teetz 1998). Die Buche gehort zu den Baumarten mit fakultativer Farbkernbildung, tritt dieser
Farbkern nicht auf, lassen sich Splint- und Kernholz nicht voneinander unterscheiden (Torno
2022; Grosser und Teetz 1998). Die Rotbuche gehért zu den bedeutendsten Nutz- und
Industriehdlzern und liefert das am vielfaltigsten verwendbare einheimische Holz, welches sich
problemlos bearbeiten Iasst (Torno 2022; Felbermeier und Mosandl 2002; Grosser und Teetz
1998). Das Holz zeichnet sich durch eine hohe Robustheit, Abriebfestigkeit und Biegefestigkeit
aus (Torno 2022; Grosser und Teetz 1998). Im Bauwesen eignet es sich vor allem zur
Verwendung flr die primare Tragstruktur, da Laubholz im Vergleich zu Nadelholz eine
Reduzierung der Bauteilquerschnitte bei gleicher Leistungsfahigkeit erlaubt (Torno 2022; Merz
et al. 2020).
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2325 Douglasie

Die Gattung der Douglasien (Pseudotsuga) besteht aus flnf Arten, die natlrlicherweise im
westlichen Nordamerika oder in Ostasien beheimatet sind (Aas 2008). Die gewdhnliche
Douglasie (Pseudotsuga menziesii) besitzt zwei verschiedene geografische Formen und ist
eine der haufigsten und wichtigsten Baumarten Nordamerikas, welche seit der Mitte des 19.
Jahrhunderts auch weltweit in vielen Regionen der temperaten Klimazone angebaut wird (Aas
2008; Grosser und Teetz 1998). In der Holzproduktion der deutschen und europaischen
Forstwirtschaft stellt sie die wichtigste nicht-einheimische Baumart dar (Nygaard und @yen
2017; Grosser und Teetz 1998). Der Anteil der Douglasie am deutschen Waldbestand ist mit
ca. 2 % der Flache und ebenfalls ca. 2 % des Holzvorrates sehr gering (BMEL 2018a). In der
letzten Bundeswaldinventur zeigte sich aber, dass Douglasienwalder die hochsten
prozentualen Zugewinne verzeichnen konnten (BMEL 2018a). Die relative Zunahme der
Douglasienbestande betrug 19 % bei der Waldflache und 47 % beim Holzvorrat (BMEL
2018a). Douglasien kénnen Hoéhen bis 80 m (max. 100 m), Brusthéhendurchmesser bis 2,2 m
(max. 4,9 m) und ein Alter bis 500 Jahre (nachgewiesenes Hdchstalter ca. 1.400 Jahre)
erreichen (Aas 2008). Im Zuge des Klimawandels nimmt die Douglasie eine Vorreiterrolle ein,
da diese im Vergleich zur Fichte Warme und Trockenheit besser vertragt, weniger
sturmwurfgefahrdet ist und eine héhere Widerstandsfahigkeit gegentiber dem Borkenkafer
zeigt (Konnert et al. 2008). Zudem weist die Baumart nach der Pappel die schnellste
Wachstumsrate auf und kann die Massenleistung der Fichte nahezu um das Doppelte

Uberragen (Grosser und Teetz 1998).

Bei dem Holz der Douglasie handelt es sich um geradfaseriges Nadelholz, welches aufgrund
der Zugehdrigkeit zu den Kernholzbdaumen einen farblichen Unterschied von Kernholz und
Splintholz ausbildet (Grosser und Teetz 1998). Das Kernholz der Douglasie besitzt eine
gelblich-braune bis dunkelrote Farbung, wahrend das Splintholz eine gelbliche bis rot-
weillliche Farbung aufweist (Grosser und Teetz 1998). Douglasienholz zeichnet sich durch
gute Festigkeits- und Elastizitatseigenschaften aus, ist als mittelschwer einzustufen und im
Vergleich zu anderen Nadelhdlzern ziemlich hart (Grosser und Teetz 1998). In der
Verwendung wird das Holz vorwiegend als Bau- und Konstruktionsholz genutzt, beispielsweise
fur Bretter und Bohlen in Schweinestallen oder allgemein fur Stallbauten (Grosser und Teetz
1998). In Nordamerika ist Douglasienholz das wichtigste Konstruktionsholz und zahlt dort zu

den am haufigsten verwendeten Nutzhdlzern (Grosser und Teetz 1998).
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2.4 Prufviren

2.41 Generelle Anforderungen an Prufviren

Durch die groRe Anzahl unterschiedlichster pathogener Viren ist es erforderlich, sich auf
ausgewahlte Priforganismen festzulegen, die mdoglichst viele Charakteristika pathogener
Viren reprasentieren. An diesen Leitkeimen erfolgt die Desinfektionsmitteltestung unter
mdoglichst standardisierten Bedingungen. Hierbei gibt es einige Charakteristika, welche die

Prifkeime aufweisen sollten:

Als Prifviren sollten vorzugsweise keine Erreger von anzeigepflichtigen Tierseuchen oder
Zoonosen zum Einsatz kommen. Da bei diesen Erregern allerdings eine ausreichende
Inaktivierung besonders wichtig ist, sollte das Prufvirus ein Surrogat fur die Erreger viraler
Tierseuchen darstellen und demzufolge eine hdhere Resistenz als diese aufweisen (Rhee et
al. 2022a; Rhee et al. 2022c). Zum Schutz des Laborpersonals sollte das humane
Gefahrdungspotenzial der Testviren allerdings moglichst gering ausgepragt sein (Weinhold
und Koéhler 1972).

Die Handhabung des Prfvirus im Labor sollte vergleichsweise einfach sein. Aufgrund der
niedrigen Einstufung der biologischen Sicherheitsstufe bis S-2 kdnnen Desinfektionsversuche
mit diesen Viren in vielen Laboren durchgefiihrt werden. Bei der Kultivierung des jeweiligen
Virus gestaltet es sich als vorteilhaft, wenn dieses sich in permanenten Zellkulturen schnell
sowie in hohen Titern vermehren lasst und in diesen Zellkulturen einen eindeutigen
zytopathischen Effekt (CPE) aufzeigt, was die Auswertung erleichtert (Al-Khleif et al. 2009).

Durch die Tenazitdtsunterschiede von behillten und unbehillten Viren hat es sich etabliert,
beide Virustypen in Desinfektionsmittelprifungen getrennt voneinander zu betrachten. Die
Unterschiede im morphologischen Aufbau haben deutliche Auswirkungen auf den
Desinfektionserfolg bzw. auf die Hohe der wirksamen Desinfektionsmittelkonzentration (DVG
2023a). Wichtig im Rahmen der Tenazitat ist auch, dass das Prifvirus eine gewisse Resistenz
gegenuber Trocknungseinflliissen im Keimtragerversuch besitzt, da der biozide Keimtragertest

als der wichtigste Wirksamkeitstest im Tierhaltungsbereich anzusehen ist (B6hm 2002a).
2.4.2 Untersuchte Prufviren

2421 Bovines Enterovirus E

Das bovine Enterovirus E (EV-E) gehért zu der Gattung Enterovirus innerhalb der Familie der
Picornaviridae. Es handelt sich um ein unbehllltes Virus mit einer einzelstrangigen, linearen

RNA mit positiver Polaritat und einer Gréf3e von 22 bis 30 nm.
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Das Virus wurde erstmals in den 1950er-Jahren unter dem Namen enteric cytopathic bovine
orphan virus (ECBO-Virus) aus dem Kot von Kalbern isoliert und beschrieben (Kunin und
Minuse 1957; Moll und Finlayson 1957). Diese Bezeichnung erfolgte, weil dem Virus zunachst
weder eine bestimmte Krankheit noch eine spezifische Symptomatik zugeordnet werden
konnte und die Viren zudem aus dem Kot vermeintlich gesunder Kalber isoliert wurden (Kalter
1960). Durch weitere Erkenntnisse und das vermehrte Auftreten des Virus wurde die
Bezeichnung Bovines Enterovirus (BEV) vorgeschlagen und entsprechend etabliert (McFerran
1962). Die Anpassung an die aktuelle taxonomische Bezeichnung Enterovirus E (EV-E)
erfolgte durch das Internationale Komitee fur die Taxonomie von Viren (ICTV Picornaviridae
Study Group 2011).

EV-E ist weltweit endemisch verbreitet und flhrt in der Regel zu subklinischen Infektionen von
Kalbern (Hughes und Ryan 2008; Kaaden 2002). Die Ubertragung erfolgt dabei direkt iber
oronasalen Kontakt zu infektidsem Kot (Wrdébel et al. 2022). Es sind allerdings auch klinische
Falle beschrieben, bei denen eine Infektion zu Erkrankungen des Gehirns, der
Herzkranzgefalie oder der Verdauungs-, Atmungs- und Reproduktionsorgane gefihrt hat, bei
letzterer Manifestation im Verbund mit einer Virusiibertragung tber Geschlechtssekrete (Zhu
et al. 2014; Blas-Machado et al. 2011; Kaaden 2002; Weldon et al. 1979). Zudem wurden auch
Infektionen verschiedener Saugetierarten bestatigt und serologisch Antikérper in mehreren
Spezies inklusive des Menschen nachgewiesen (Gur et al. 2008; Zheng 2007; Jiménez-
Clavero et al. 2005; Hamblin et al. 1985). EV-E ist weder als Tierseuchenerreger noch als

Zoonoseerreger klassifiziert.

Das Enterovirus E besitzt eine hohe Widerstandsfahigkeit gegeniber chemischen
Desinfektionsmitteln sowie eine hohe Tenazitat in der Umwelt (Martin et al. 2013; Jiménez-
Clavero et al. 2005; Biermann et al. 1990; Steiger 1986; Mahnel 1979). In der viruziden
Desinfektionsmittelprifung der DVG ist der Stamm LCR-4 des EV-E als eines der beiden
unbehdllten Prifviren etabliert (DVG 2017b). Dieser Virusstamm wurde erstmals in der Mitte
des 20. Jahrhunderts isoliert und wird seitdem in verschiedenen Berichten als Prufvirus
aufgeflhrt (Kunin und Minuse 1958). Auch europaische Prifnormen schreiben EV-E eine hohe
Relevanz als Testvirus zu und verwenden dieses in veterindrmedizinischen
Desinfektionsmitteltestungen (CEN 2020; 2015).

2.4.2.2 Newcastle Disease Virus

Das Newcastle Disease Virus (NDV) gehort zu der Gattung Orthoavulavirus innerhalb der
Familie der Paramyxoviridae. Es handelt sich um ein behdlltes Virus mit einer

einzelstrangigen, linearen RNA mit negativer Polaritat und einer Grée von 150 bis 300 nm.
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Das NDV trat erstmals 1926 in Java, Indonesien, auf und wurde im darauffolgenden Jahr auch
in Newcastle, England, nachgewiesen, was zur Bezeichnung des Virus und der zugehdrigen
Krankheit flihrte (Doyle 1927; Kraneveld 1926). Mit zunehmenden Erkenntnissen Uber die
verschiedenen Virusgattungen innerhalb der Paramyxoviridae wurde das Virus von dem ICTV
in Avian avulavirus 1, bzw. kurz darauf in Avian orthoavulavirus 1 umbenannt (ICTV
Paramyxoviridae Study Group 2018; 2016). Die letzte Aktualisierung der Taxonomie erfolgte
im Jahr 2022 durch das ICTV mit der Bezeichnung Orthoavulavirus javaense (ICTV
Paramyxoviridae Study Group 2022). Aufgrund der anhaltenden Verwendung der historischen
und etablierten Bezeichnung in der wissenschaftlichen Gemeinschaft wird an der Bezeichnung
Newcastle Disease Virus (NDV) festgehalten und diese hier in den weiteren Ausfihrungen

genutzt.

NDV zeigt eine weltweite Verbreitung in der Vogelpopulation und kann, abhangig von der
Pathogenitat des Virusstammes, der betroffenen Vogelspezies und der individuellen
Immunkompetenz, zu subklinischen Infektionen bis hin zum plétzlichen Versterben ganzer
Bestande fuhren (FLI 2020; Hafez und Béhm 2002; Kaaden 2002). Der Erreger kann
Krankheitssymptome in den Verdauungs-, Atmungs- und Reproduktionsorganen auslésen
sowie zentralnervdse Storungen und Odembildungen verursachen (FLI 2020; Kaaden 2002).
Die Virusubertragung erfolgt durch Aerosole bei direktem Kontakt zwischen Végeln
(Weltorganisation fur Tiergesundheit 2021; Kaaden 2002). Ebenfalls kann eine vertikale
Erregeriibertragung stattfinden sowie eine indirekte Ubertragung (iber kontaminierte Nahrung
oder Gegenstande (Weltorganisation fur Tiergesundheit 2021; Kaaden 2002). Fir das Virus
wurde bei 241 Vogelarten, einschlie3lich bedeutender Wirtschaftsgefligelarten (Huhn, Pute,

Gans, Ente und Taube), eine Empfanglichkeit nachgewiesen (Kaleta und Baldauf 1988).

Tierseuchenrechtlich ist das Virus als der Erreger einer anzeigepflichtigen Tierseuche
eingestuft (Europaisches Parlament und Rat der Europaischen Union 2016; BMELV 2011). Im
Jahr 1996 wurde der derzeit letzte Tierseuchenfall in Deutschland bei Wirtschaftsgefliigel
gemeldet sowie im Jahr 2023 die letzten Falle bei privaten Vogelhaltungen als auch bei
Wildvégeln verzeichnet (TSIS 2023). Neben der Relevanz als Seuchenerreger besitzt NDV
auch ein zoonotisches Potenzial. Die erste Infektion eines Menschen erfolgte im Jahr 1942 in
Australien (Burnet 1943). In den Jahren von 1942 bis 2021 kam es zu 485 gemeldeten
menschlichen Infektionen, wobei Uber die Halfte der Falle aus dem Vereinigten Konigreich
stammte (UlI-Rahman et al. 2022). Der Krankheitsverlauf beim Menschen ist in der Regel mild

und zeigt Symptome einer Konjunktivitis (Ul-Rahman et al. 2022).

NDV stellt eines der beiden behillten Prifviren fir die viruzide Desinfektionsmittelprifung der
DVG im Tierhaltungsbereich dar (DVG 2017b). Hierbei ist die Verwendung des Stammes
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Montana vorgesehen, welcher im Jahr 1947 im gleichnamigen Bundesstaat der Vereinigten
Staaten isoliert und identifiziert wurde (Bankowski und Kinjo 1965). Neben dem klassischen
Verfahren flr Anzucht und Nachweis des Virus in embryonierten Hihnereiern oder primaren
Huhnerembryozellkulturen gibt es ebenfalls Methoden, welche die Anzucht und den Nachweis

des Prifstamms in permanenten Einschichtzellkulturen beschreiben (Schmidt 2015).
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3. Material

3.1 Keimtrager

In den Laborversuchen wurden pordse sowie nicht-porése Materialien als Keimtrager
untersucht. Als porése Materialien dienten dabei Echtholzplattchen von flnf verschiedenen
Holzarten. Als nicht-poréses Material wurden Feinblechplatichen aus Stahl verwendet
(Abbildung 1).

Unter den Vertretern der holzernen Keimtrager wurden mit Plattchen aus dem Holz der
gemeinen Fichte (Picea abies) und aus Waldkiefernholz (Pinus sylvestris) zwei klassische
Bauholzer verwendet. Holzplattchen aus Pappelholz (Populus sp.) wurden untersucht, da dies
den nationalen Standardprifkeimtrager fur Desinfektionsmitteltestungen zur Viruzidie in der
Tierhaltung darstellt (DVG 2017b). Als Vertreter moderner Bauhdlzer wurden
Keimtragerplattchen aus Rotbuchenholz (Fagus sylvatica) und dem Holz der gewoéhnlichen
Douglasie (Pseudotsuga menziesii) in die Prifung mit einbezogen. Alle Holzkeimtrager
wurden aus getrockneten Holzbrettern hergestellt und im Vorfeld der Versuche auf jeweils eine
Grofle von 20 mm x 10 mm sowie eine Starke von 1 mm zugesagt. Durch den erneuten
Zuschnitt erhielt die entstandene Oberflache die Charakteristik von frisch bearbeitetem,
getrocknetem Holz ohne Alterungserscheinungen. Die Kategorisierung der Oberflache erfolgte
als feingesagt und wies dementsprechend eine gleichmalige, intakte Oberflache mit geringer
Rautiefe auf (DIN 2008). Alle verwendeten Keimtrager einer Holzart stammten jeweils von
einem spezifischen Baum sowie einem aus letzterem geschnittenen Brett. Der Schnitt erfolgte
in radialer oder tangentialer Richtung, sodass die Oberflache der Keimtrager einen
Langsschnitt des Holzes darstellte. Beim Pappelholz handelte es sich um Splintholz. Die
Keimtragerplattchen aus Kiefern- und Douglasienholz stammten aus dem Kernholz. Bei
Fichten- und Buchenholz war keine Unterscheidung zwischen Splintholz und Kernholz

madglich.

Die verschiedenen Holzplattchen wurden vom Lehrstuhl fir Holzwissenschaft der

Technischen Universitat Minchen zur Verfiigung gestellt.

Als nicht-pordses Material wurde ein Stahlkeimtrager untersucht. Dies stellt den europaischen
Standardprufkeimtrager fur viruzide Desinfektionsmitteltestungen auf nicht-porésen
Oberflachen fur den Veterinarbereich dar (CEN 2020). Die Feinblechstlicke besalRen jeweils
eine Gréle von 20 mm x 10 mm sowie eine Starke von 1,25 mm. Als Material diente dabei
rostfreier Stahl der Werkstoffnummer 1.4301. Diese Stahlsorte besitzt durch die vorhandene
Chromoxidschutzschicht eine gute Korrosionsbestandigkeit gegen Umgebungseinwirkungen

(CEN 2014a). Die beiden Hauptlegierungselemente stellen Chrom und Nickel dar, weitere
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elementare Bestandteile sind Kohlenstoff, Silizium, Mangan, Phosphor, Schwefel und
Stickstoff (CEN 2014a). Die Oberflachenqualitat wies auf beiden Seiten eine Beschaffenheit
von 2B auf. Diese Qualitat steht fur eine gute Glattheit, Ebenheit und Korrosionsbestandigkeit
(CEN 2014b). Die Herstellung der Oberflache erfolgt durch Kaltwalzen, Warmebehandlung,
Beizen und nochmaliges Kaltwalzen (CEN 2014b). Die Stahlplattchen wurden den Vorgaben

entsprechend in Auftrag gegeben und von der Firma ottim Metall GmbH, Berlin, bezogen.

Abbildung 1: Verwendete Keimtrager (v.l.n.r. Fichte, Kiefer, Pappel, Buche, Douglasie, Stahl)

3.2 Testviren

Die verwendeten Viren orientierten sich an den gelisteten Standardprtfviren der Methoden zur
Prifung von chemischen Desinfektionsmitteln fir die Tierhaltung, Kapitel Viruzidie der DVG
(DVG 2017b). Von den dort aufgefthrten Viren wurde jeweils fur behillte und unbehdlite Viren
das limitierende Virus mit der héchsten anzunehmenden Tenazitat fur die in dieser Arbeit
verwendeten biozid wirksamen Grundchemikalien identifiziert und in den Desinfektions-
versuchen genutzt. Als das limitierende Surrogatvirus bei den unbehillten Viren stellte sich
das Enterovirus E (EV-E, Stamm LCR 4) dar, sowie bei den behdllten Viren das Newcastle

Disease Virus (NDV, Stamm Montana)'.

Beide Virusstamme wurden vom Institut flr Tier- und Umwelthygiene der Freien Universitat

Berlin zur Verfugung gestellt.

3.3 Zellkulturen

Far die Virusvermehrung und als Virusnachweissystem der zwei limitierenden Viren (behllt

und unbehdllt) wurden zwei verschiedene permanente Einschichtzellkulturen verwendet.

Zum einen MDBK-Zellen (Madin-Darby bovine kidney epithelial cells), eine adharent
wachsende Nierenzelllinie adulter Hausrinder. Die Morphologie ist als epitheloid, langlich und

dick spindelférmig zu beschreiben. MDBK-Zellen wurden fir die Vermehrung und als

1 Mitteilung durch Univ.-Prof. Dr. Uwe Rosler, Vorsitzender des DVG-Desinfektionsausschusses
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Nachweissystem flir das unbehillte Enterovirus E eingesetzt. Es wurden die Passagen 126

bis 160 verwendet.

Zum anderen LMH-Zellen (Leghorn Male-chicken Hepatocellular-carcinoma cells), eine
adharent wachsende Leberzelllinie des adulten Haushuhns. Die Morphologie ist als
dendritisch, klein und polygonal-polymorph zu beschreiben. LMH-Zellen wurden fir die
Vermehrung und als Nachweissystem fiir das behllte Newcastle Disease Virus eingesetzt.

Es wurden die Passagen 110 bis 135 verwendet.

Beide Zelllinien stammten aus der Zellbank (Abteilung fir experimentelle Tierhaltung und

Biosicherheit) des Friedrich-Loeffler-Institutes.

3.4 Nahrmedien und Losungen

Als Nahrmedien fir die Zellkulturen wurden die Medien ZB5 und ZB9h verwendet. ZB5 enthielt
Reinstwasser versetzt mit 5,32 g/l Eagle's Minimal Essential Medium (MEM) mit Zusatz von
Hank's Salzen, 4,76 g/l MEM mit Zusatz von Earle's Salzen, 1,25 g/l Natriumhydrogen-
carbonat, 120 mg/I Natriumpyruvat und 1 % nichtessentielle Aminosauren (100x konzentriert)
bei einem pH-Wert von 7,2. Es ist fur viele Sdugerzellen einsetzbar und wurde fur die MDBK-
Zellen verwendet. ZB9h enthielt Reinstwasser versetzt mit 9,9 g/l Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) und 0,86 g/l Natriumhydrogencarbonat bei einem pH-Wert von 7,2. Es ist fir
eine Vielzahl humaner sowie tierischer Zellen einsetzbar und wurde fir die LMH-Zellen
verwendet. Beide Nahrmedien wurden mit fetalem Kalberserum (FKS) versetzt. Das jeweilige

Erhaltungsmedium mit 2 % FKS, das jeweilige Wachstumsmedium mit 10 % FKS.

Die verwendete Alsever's-Trypsin-Versen-Losung (ATV-Losung) enthielt Reinstwasser
versetzt mit 8,5 g/l Natriumchlorid, 0,4 g/l Kaliumchlorid, 1 g/l Dextrose, 0,58 g/l Natrium-
hydrogencarbonat, 0,5 g/l Trypsin (250x konzentriert) und 0,2 g/l Ethylendiamintetraessig-
saure (EDTA) bei einem pH-Wert von 7,2.

Die Nahrmedien (serumfrei) und die ATV-Lésung stammten aus der Zellbank (Abteilung fir
experimentelle Tierhaltung und Biosicherheit) des Friedrich-Loeffler-Institutes und wurden im

Kuhlschrank bis zur Verwendung gelagert.

3.5 Biozide Grundchemikalien

Als ,Desinfektionsmittel* wurden aufgrund der besseren Vergleichbarkeit biozid wirksame
Grundchemikalien verwendet (Tabelle 1). Diese Reinsubstanzen stellen im Gegensatz zu den
Handelspraparaten keine Komponentenmischungen dar oder sind mit Tensiden versetzt. Die
jeweils verwendeten Grundchemikalien sind den Wirkstoffgruppen der Peroxide, organischen

Sauren und Aldehyden zuzuordnen. Alle verwendeten Reinsubstanzen erflllen die
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Anforderungen nach der Biozid-Verordnung (EU) Nr. 528/2012 (Européaisches Parlament und

Rat der Europaischen Union 2012).

Tabelle 1: Verwendete biozide Grundchemikalien

Grundchemikalie Konzentration Hersteller

Peressigsaure 15 % AppliChem GmbH,
Darmstadt

Ameisensaure =98 % Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe

Glutaraldehyd 50 % Sigma-Aldrich Chemie

GmbH, Steinheim

3.6 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Tabelle 2: Verwendete Gerate

Gerite

Modell

Hersteller

biologische

Sicherheitswerkbank

B-[MaxPro]*-190

Berner International GmbH,

Elmshorn

COz-Brutschrank

ICO105med

Memmert GmbH + Co. KG,
Schwabach

Einkanalpipetten

Reference® 2

Eppendorf SE, Hamburg

Eismaschine RF-0644-A Manitowoc Deutschland
GmbH, Herborn

elektronische Pipettierhilfe Easypet® 3 Eppendorf SE, Hamburg

Exsikkator mit Lochplatte Art. 554 Kartell S.p.A., Noviglio,
Italien

Feinwaage EMB 200-3 KERN & SOHN GmbH,
Balingen-Frommern

Heilluftsterilisator TKL 4878 EHRET GmbH Life Science
Solutions, Freiburg im
Breisgau

Kameraaufsatz Mikroskop DS-Fi2 NIKON CORPORATION,

Tokyo, Japan

Klimamessgerat

testo 440 CO,-Set

Testo SE & Co. KGaA,

Titisee-Neustadt
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Klimaschrank

MIR-154-PE

PHC Europe B.V., Etten-

Leur, Niederlande

Kuihlschrank

RB7300

Samsung Electronics
GmbH, Schwalbach am

Taunus

Laborautoklav

LABOKLAV 160-MV

SHP Steriltechnik AG,
Detzel Schlof}

Laborgasbrenner gasprofi 1 SCS micro WLD-TEC GmbH,
Arenshausen
Magnetrihrgerat MR Hei-Standard Heidolph Instruments GmbH
& Co. KG, Schwabach
Mehrkanalpipetten Transferpette® -12 BRAND GmbH + Co. KG,
electronic Wertheim
Membranvakuumpumpe LABOPORT® N 86 KT.18 KNF DAC GmbH, Hamburg

pH-Messgerat

inoLab® pH 720 Set

Xylem Analytics Germany
Sales GmbH & Co. KG,
Wellheim

Reinstwassersystem

Milli-Q® Advantage A10

Merck KGaA, Darmstadt

Schiittelgerat Vortex-Genie 2, G560E Scientific Industries Inc.,
New York, USA

Stoppuhr Digitale Zeitschaltuhr, 4 VWR International GmbH,

Kanale Darmstadt

Tiefkdhltruhe Innova C760 New Brunswick Scientific
GmbH, Nirtingen

Trockenschrank FED 720 BINDER GmbH, Tuttlingen

Ultraschallbad UsSC300T VWR International GmbH,
Darmstadt

Umkehr-Mikroskop ECLIPSE Ts2 NIKON CORPORATION,
Tokyo, Japan

Zentrifuge 5430 R Eppendorf SE, Hamburg
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Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien und Hilfsmittel

Laborbedarf und Verbrauchsmaterialien

Hersteller

chirurgische Instrumente (Scheren,

Pinzetten)

Karl Hammacher GmbH, Solingen
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Einwegspritzen

B. Braun SE, Melsungen

Filtereinheit (0,22 um)

Merck Millipore Ltd., Carrigtwohill, Irland

Kneifzange

Conmetall Meister GmbH, Celle

Kryorohrchen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Mikrotiterplatten (6-Well, 12-Well, 96-Well)

Corning Inc., Kennebunk, USA

Petrischalen

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht

Pipettenfilterspitzen

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf
nerbe plus GmbH & Co. KG, Winsen/Luhe

Pipettenspitzen

Eppendorf SE, Hamburg

Reagenzglaser mit Stopfen

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co.
KG, Sondheim vor der Rhon
Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim

Reagenzreservoir

BRAND GmbH + Co. KG, Wertheim

selbstklebende Aluminiumfolie

LVL technologies GmbH & Co. KG,

Crailsheim

serologische Messpipetten (5 ml,10 ml,
25 ml)

Corning Inc., Corning, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Silicagel Trocknungsperlen

Merck KGaA, Darmstadt

Verschlussfolie

Bemis Company, Inc., Neenah, USA

Zellkulturflaschen mit BelUftungskappe
(25 cm?, 75 cm?, 175 cm?)

Corning Inc., Corning, USA

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
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Tabelle 4: Verwendete Reagenzien

Reagenzien

Hersteller

2-Propanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Calciumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Decon 90®

Decon Laboratories Ltd, Hove, Vereinigtes

Kdnigreich

Ethanol, 96 %, vergallt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Ethylenglykol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Fetales Kalberserum

Cytiva Europe GmbH, Freiburg im Breisgau
Bio & Sell GmbH, Feucht
BIOWEST SAS, Nuaillé, Frankreich

Magnesiumchlorid

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Natriumhydrogencarbonat

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Rinderserumalbumin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Salzsaure, 25 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
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4. Methoden

4.1 Allgemeiner Versuchsablauf

Die durchgeflihrten Laborversuche unterteilten sich sowohl bei den Desinfektionsversuchen
als auch bei den Langzeitbeobachtungen in einen individuellen Hauptversuch und eine
vorgeschaltete  Versuchsvorbereitung. Diese  Vorbereitung war  bei beiden

Teilversuchsvorhaben identisch.
4.2 Versuchsvorbereitung

4.2.1 Zellkulturverfahren

Die Zellkulturverfahren erfolgten in Anlehnung an die aktuelle europaische Norm ,Chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika - Aufbewahrung von Priforganismen flr die Priifung der
bakteriziden (einschliellich Legionella), mykobakteriziden, sporiziden, fungiziden und
viruziden (einschlieBlich Bakteriophagen) Wirkung® (CEN 2021).

Die Zelllinien wurden als Kryokonserven bezogen. Diese wurden zugig durch Handwarme zum
Auftauen gebracht, in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und mit dem jeweiligen
Wachstumsmedium verdinnt. Diese Zellsuspension (ca. 10 ml) wurde in eine 25 cm?
Zellkulturflasche Uberfuhrt und bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Nach einem Tag Inkubation
waren die Zellkulturflaschen konfluent bewachsen und wurden in 75 cm? Zellkulturflaschen

passagiert. Mit letzteren Zellkulturflaschen erfolgte die weitere Kultivierung.

Vor dem Beginn der Zellpassage wurden die Zellkulturflaschen zunachst mittels eines
Umkehrmikroskops auf konfluenten Bewuchs kontrolliert. Im ersten Schritt wurde das
enthaltene Medium dekantiert und der Zellkulturrasen mit dem jeweiligen serumfreien Medium
gesplult. Danach wurden 3 bis 5 ml der ATV-Ldsung hinzugegeben, um die Zellen vom Boden
der Zellkulturflasche zu lésen. Um diesen Prozess zu beschleunigen, wurde die
Zellkulturflasche wahrenddessen im Brutschrank bei 37 °C gelagert. Die MDBK-Zellen
bendtigten fur diesen Prozess ungefahr 8 min, die LMH-Zellen ungefahr 5 min. Unter dem
Umkehrmikroskop erfolgte die Kontrolle des Abldseprozesses. Noch anhaftende Zellen
wurden durch vorsichtiges Anschnippen vom Boden abgelost. Um die Wirkung der ATV-
Losung zu stoppen, wurden die gelosten Zellen in dem jeweiligen Wachstumsmedium
aufgenommen und mit diesem vermischt. Danach wurde die Zellsuspension in neue
Zellkulturflaschen oder Mikrotiterplatten Uberfiihrt und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO-
inkubiert.
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Die MDBK-Zellen wurden im Verhaltnis 1:5 in neue Zellkulturflaschen passagiert. Die
Wachstumszeit betrug hier zwei Tage, bis eine erneute Passage maoglich war, bzw. drei bis
vier Tage bei einer héheren Verdiinnung. Fir die Aussaat der MDBK-Zellen in Mikrotiterplatten
wurde die geldste Zellsuspension einer 75 cm? Zellkulturflasche in 50 ml Wachstumsmedium
aufgenommen. Von dieser Zellverdiinnung wurden 100 pl je Vertiefung in 96-Wellplatten bzw.
900 ul je Vertiefung in 12-Wellplatten tberflhrt. Die Wachstumszeit betrug einen Tag, bis ein

konfluenter Zellrasen in den Mikrotiterplatten entstanden war.

Die LMH-Zellen wurden im Verhaltnis 1:3 in neue Zellkulturflaschen passagiert. Die
Wachstumszeit betrug hier drei Tage, bis eine erneute Passage moglich war, bzw. funf Tage
bei einem Passageverhaltnis von 1:4. Flr die Aussaat der Zellen in Mikrotiterplatten wurde die
geléste Zellsuspension einer 75cm? Zellkulturflasche in 30 ml Wachstumsmedium
aufgenommen. Von dieser Zellverdiinnung wurden 100 pl je Vertiefung in 96-Wellplatten bzw.
900 ul je Vertiefung in 12-Wellplatten Uberfihrt. Die Wachstumszeit betrug zwei Tage, bis ein

konfluenter Zellrasen in den Mikrotiterplatten entstanden war.

4.2.2 Virusvermehrung

Die Virusvermehrung erfolgte in Anlehnung an die aktuelle europaische Norm ,Chemische
Desinfektionsmittel und Antiseptika - Aufbewahrung von Priforganismen fir die Prifung der
bakteriziden (einschlieRlich Legionella), mykobakteriziden, sporiziden, fungiziden und
viruziden (einschlielich Bakteriophagen) Wirkung“ (CEN 2021).

Die Virusstamme wurden als Kryokonserven bezogen und zligig durch Handwarme zum
Auftauen gebracht. Die nachfolgende Virusvermehrung erfolgte in konfluent bewachsenen
Zellkulturflaschen der jeweiligen Zelllinie. Fir das EV-E wurden 175 cm? Zellkulturflaschen
verwendet, bei NDV 75 cm? Zellkulturflaschen. Das enthaltene Wachstumsmedium der
Zellkulturflaschen wurde dekantiert und der Zellrasen mit dem jeweiligen serumfreien Medium
gespult. Danach wurde ein moglichst geringes Volumen des jeweiligen Erhaltungsmediums
auf den Zellrasen gegeben, um diesen diinn zu bedecken. Eine geringe Menge der jeweiligen
aufgetauten Virussuspension wurde hinzugegeben und durch vorsichtiges Schwenken verteilt.
Die beimpfte Zellkulturflasche wurde im Brutschrank gelagert und bei 37 °C und 5 % CO:
inkubiert.

Der Inkubationsprozess wurde beendet, sobald sich der Zellrasen unter dem
Umkehrmikroskop als vollstandig durch einen CPE verandert darstellte und somit keine intakte
Zellschicht mehr am Boden der Zellkulturflasche sichtbar war. AnschlieRend wurde die
Zellkulturflasche bei —20 °C bis zum Durchfrieren des Inhalts gelagert und nachfolgend mithilfe

von warmem Wasser wieder aufgetaut. Durch diesen Prozess wurden verbliebene Zellen zum
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Aufplatzen gebracht und die darin enthaltenen Viren freigesetzt. Die Virussuspension wurde
in ein Zentrifugenréhrchen (berfiihrt und fir 15 min bei 400 gy zentrifugiert. Der Uberstand
wurde in mehrere Kryoréhrchen aliquotiert und als Virus-Prifsuspension bei —80 °C bis zur

Verwendung gelagert.

4.2.3 Herstellung von Wasser standardisierter Harte

Zur spateren Verdlnnung der bioziden Grundchemikalien wurde Wasser standardisierter
Harte (WSH) verwendet. Die Rezeptur des WSH richtete sich nach nationalen Richtlinien
sowie europaischen Normen (CEN 2020; 2019; DVG 2017a). Fir jeden Desinfektionsversuch
wurde das WSH an dem jeweiligen Tag frisch hergestellt. Daflir wurden im Vorfeld die

Lésungen A und B vorbereitet.

Die Lésung A wurde monatlich frisch hergestellt. Daftr wurden 4,96 g Magnesiumchlorid und
11,56 g Kalziumchlorid in autoklaviertem Reinstwasser aufgeldst und mit diesem in einem
Messkolben auf 250 ml aufgeflillt und vermischt. Danach wurde die Lésung durch

Membranfiltration sterilisiert und im Kihlschrank gelagert.

Die Lésung B wurde wochentlich frisch hergestellt. Dafir wurden 8,755g Natrium-
hydrogencarbonat in autoklaviertem Reinstwasser aufgeldést und mit diesem in einem
Messkolben auf 250 ml aufgefillt und vermischt. Danach wurde die L&sung durch

Membranfiltration sterilisiert und im Kihlschrank gelagert.

Fir die Herstellung des WSH am Tag des Desinfektionsversuchs wurden in einem
Messzylinder 0,6 ml Lésung A mit 0,8 ml Lésung B vermischt und anschliefiend mit
autoklaviertem Reinstwasser auf 100 ml aufgefiillt. Anschlie®end wurde der pH-Wert unter
Zugabe von 8 bis 10 yl Salzsaure (HCI, 25 %) auf 7,0 + 0,2 eingestellt.

Zur héheren Verdlinnung der Grundchemikalien flr einzelne Versuche wurde das hergestellte
Volumen des WSH auf 250 ml erhdht. Das verwendete Volumen der Lésungen A und B sowie

HCI wurden dementsprechend angepasst.

Vor der Verwendung wurde das WSH auf die entsprechende Anwendungstemperatur
gebracht. Fur eine Anwendungstemperatur unterhalb des Gefrierpunktes bei =10 °C wurden
drei Teile WSH mit einem Teil Ethylenglykol versetzt und sorgfaltig vermischt (Philipp et al.
2023a).

4.2.4 Herstellung der Belastungssubstanz

Als eiweil3haltige Belastungssubstanz diente eine Rinderserumalbumin-Losung (BSA). Zur
Herstellung dieser wurden 3 g Rinderserumalbuminfraktion V in autoklaviertem Reinstwasser

aufgeldst und mit diesem im Messkolben auf 100 ml aufgefullt, vermischt und anschliefend
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durch Membranfiltration sterilisiert. Die entstandene Lésung enthielt 30 g BSA pro Liter, was
der vorgegebenen Konzentration in den europaischen Normen entsprach (CEN 2020; 2019).

Die Losung wurde im Kihlschrank gelagert und monatlich neu hergestellt.
4.3 Desinfektionsversuche auf Holzkeimtragern

4.3.1 Angewandte Prufverfahren

Die Desinfektionsprifungen im Labor orientierten sich an der nationalen Prifrichtlinie der DVG
.Methoden der Prifung von chemischen Desinfektionsmitteln fir die Tierhaltung, Viruzidie*
(DVG 2017b), siehe 2.2.3.2, in Kombination mit den aktuellen europaischen Normen
,Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika - Quantitativer Oberflachenversuch zur
Bestimmung der viruziden Wirkung chemischer Desinfektionsmittel und Antiseptika fir den
Veterinarbereich auf nicht-porésen Oberflachen - Prifverfahren und Anforderungen - Phase 2,
Stufe 2“ (CEN 2020) und ,Chemische Desinfektionsmittel und Antiseptika - Quantitativer
Oberflachenversuch  zur  Bestimmung der  bakteriziden  Wirkung  chemischer
Desinfektionsmittel und Antiseptika flr den Veterinarbereich auf porésen Oberflachen ohne
mechanische Wirkung - Prifverfahren und Anforderungen (Phase 2, Stufe 2)“ (CEN 2019),
siehe fur beide Letztere 2.2.3.3.

4.3.2 Ablauf der Prifverfahren

4.3.21 Autoklavieren

Zur Schaffung einer sterilen Oberflache wurden die Holzkeimtrager autoklaviert. Dies erfolgte
vor dem eigentlichen Keimtragerversuch in Reagenzglasern mit Stopfen. Daflr wurden die
20 mm x 10 mm grol’en Keimtradger zunachst einmal quer zur Holzmaserung halbiert.
Aufgrund des je nach Holzart unterschiedlichen Hartegrads sowie wegen der teils stark
ausgepragten Holzmaserung erfolgte das Halbieren aller Keimtrager mit einer Kneifzange.
Dies ermdglichte einen gleichmalfigen Druck auf der gesamten Breite des Keimtragers, ohne

dabei Materialverlust oder Einrisse zu verursachen.

Die jeweils zusammengehorigen Keimtragerhalften wurden in ein Reagenzglas mit Stopfen
Uberfuhrt und bei 121 °C und 2,8 MPa flr 1,5 Stunden autoklaviert. Anschlie3end wurden die
Reagenzglaser in einen Trockenschrank Uberflhrt und bei 85 °C fir finf Stunden getrocknet.
Falls aufgrund einer unvollstadndigen Trocknung noch Restflussigkeit in einem Reagenzglas
vorhanden war oder der enthaltene Keimtrager optisch als feucht einzuordnen war, wurden

diese Reagenzglaser aussortiert und die enthaltenen Keimtragerhalften verworfen.

34



4.3.2.2 Beimpfung

Das Beimpfen der Keimtrager erfolgte mit der Virus-Prifsuspension aus der Virusvermehrung,
versetzt mit der Belastungssubstanz. Ein Viruskryoréhrchen mit EV-E oder NDV wurde der
Tiefkdhltruhe enthommen und zlgig durch Handwarme aufgetaut. Ein Teil der
Belastungssubstanz wurde mit neun Teilen der Virus-Prifsuspension durch mehrmaliges Auf-
und Abpipettieren vermischt. Die entstandene Belastung betrug nun 3 g BSA pro Liter Virus-
Prifsuspension, was gemal den Prufverfahren einer Verschmutzung niedrigen Grades

entspricht.

Mindestens sieben (sechs prifrelevant + Sicherheitszuschlag) sterile und bereits halbierte
Keimtrager einer Holzart wurden mit einer sterilen Pinzette in Petrischalen Uberfihrt. Dabei
wurde darauf geachtet, die zusammengehorigen Halften noch als solche identifizieren zu
koénnen, jedoch ohne direkten Kontakt zwischen den Plattchen herzustellen. Danach wurden
jeweils 100 ul Virus-Prifsuspension mit Belastungssubstanz auf ein Keimtragerpaar (50 ul auf
10 mm x 10 mm) pipettiert und so verteilt, dass die Oberflache mdglichst grof3flachig benetzt

war.

4.3.2.3 Antrocknung

Das Antrocknen der beimpften Keimtrager in den offenen Petrischalen erfolgte in einem mit
Kieselgel bestlickten Exsikkator unter Vakuum (ca. 80 kPa Unterdruck) bei Raumtemperatur.
Aufgrund der unterschiedlichen Trocknungszeiten der verschiedenen Hoélzer wurden diese in
separaten Ansatzen verwendet und die bendtigte Trocknungszeit individuell etabliert. Die
Antrocknung wurde beendet, sobald mindestens sechs zusammengehorige Keimtragerpaare
optisch als trocken zu erkennen waren. Dafur wurde das Vakuum vorsichtig aus dem
Exsikkator entlassen und die Petrischalen entnommen. Uberzahlige sowie nicht vollstandig
angetrocknete Keimtrager wurden aussortiert und verworfen. Die individuelle Trocknungszeit

jedes Versuchs wurde aufgezeichnet.

4.3.24 Desinfektion

Fir die Desinfektion wurden sechs zusammengehorige, angetrocknete Keimtragerpaare mit
einer sterilen Pinzette in eine 6-Wellplatte tberflhrt. Dabei wurden die zusammengehdrigen
Halften jeweils gemeinsam in einer Vertiefung platziert. Es wurde darauf geachtet, dass kein
Kontakt zwischen den beiden Plattchen bestand und die beimpfte Seite jeweils nach oben
zeigte. AnschlieRend wurden die Vertiefungen mit 4 ml einer bioziden Grundchemikalie
aufgeflllt. Jede Vertiefung wurde dabei mit einer unterschiedlichen Konzentration befillt. Die
jeweiligen Konzentrationen der bioziden Grundchemikalien wurden am Tag der Testung frisch

mit WSH hergestellt und orientierten sich an den Konzentrationsabstufungen der DVG (DVG
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2023b). Die Auswahl der Konzentrationen erfolgte anhand von Vorversuchen, damit in der
Testung gewahrleistet werden konnte, dass der Ubergang von einer nicht wirksamen
Desinfektion zu einer wirksamen Desinfektion darstellbar war und ggf. zytotoxische

Konzentrationen berlcksichtigt werden konnten.

Eine Vertiefung der 6-Wellplatte wurde nur mit 4 ml WSH aufgeflllt. Der zugehorige
Keimtrager ohne Kontakt zu einer verdiinnten Grundchemikalie stellte die Grundlage fiir den
spateren Referenztiter dar. Alle Keimtrager wurden flr eine Stunde bei 10 °C (und teils auch
-10 °C) mit der verdinnten bioziden Grundchemikalie bzw. nur WSH (Kontrolle) in einem
Klimaschrank inkubiert. Wahrend dieser Einwirkzeit wurden Luftfeuchte, CO>-Gehalt,

Temperatur und Luftdruck aufgezeichnet.

4.3.25 Neutralisation und Desorption

Nach dem Ablauf der Einwirkzeit wurden die Keimtrager mit sterilen Pinzetten aus der bioziden
Grundchemikalie bzw. dem WSH entnommen. Zur Neutralisation der viruziden Wirkung der
Grundchemikalien wurden die Holzplattchen in Zentrifugenréhrchen mit 9,9 ml des jeweiligen
Erhaltungsmediums Uberfihrt. Dabei wurden die bereits halbierten Keimtrager entlang ihrer
Holzmaserung mit einer sterilen Schere in vier Teile zerteilt. Somit wurde der urspriingliche
Keimtrager nun in acht Teile zerteilt. Nach jedem Keimtragerpaar wurden Pinzette und Schere
gewechselt, um weder Viren noch Rickstande von einer hdéheren Desinfektionsmittel-
konzentration auf andere Keimtrager zu ubertragen. Zur Desorption der Viren wurden die
Holzstreifen in den Zentrifugenréhrchen mit dem jeweiligen Erhaltungsmedium durch ein
Schuttelgerat aufgewirbelt und anschlieRend fir 10 min in einem mit Eiswasser gefillten
Ultraschallbad behandelt. Anschlielend wurden die Proben fir 15 min bei 1.600 gy
zentrifugiert, um feine Holzbestandteile und -fasern absinken zu lassen. Durch diesen
Arbeitsschritt ergab sich eine Verdiinnung der urspringlich eingesetzten Virus-Prifsuspension

mit Belastungssubstanz von 1:100 (10-2).

4.3.2.6 Titration und Inkubation

Fir die Titration einer Probe wurde jeweils eine halbe 96-Wellplatte im Querformat verwendet
(siehe Abbildung 2). Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit 180 pl des jeweiligen
Erhaltungsmediums beflllt, wobei die oberste Reihe unbefiillt blieb. Mit einer serologischen
Pipette wurden mindestens 120 ul Probenflissigkeit der Zentrifugenréhrchen in jeweils sechs
Vertiefungen dieser obersten Reihe Uberflhrt. 20 uyl aus dieser Reihe wurden in die nachste
Verdinnungsreihe titriert, und anschlieRend wurde die Verdinnung mindestens zehnmal
durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. Somit betrug der Verdinnungsschritt 1:10.

Anschliellend erfolgte ein Pipettenspitzenwechsel, um Verdlinnungsfehler zu vermeiden.
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Diese Schritte wurden mit weiteren 1:10 Verdlinnungen wiederholt, bis zu einer
Gesamtvirusverdiinnung von 108 in der vorletzten Reihe der Titrationsplatte. In die unterste

Reihe der Titrationsplatte wurde keine Virusverdinnung Uberfihrt.
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Abbildung 2: Titrationsschema auf einer 96-Wellplatte

Abbildung erstellt mit Biorender.com

Fir die Inkubation einer Probentitration (sechs Vertiefungen mit den zugehdrigen
Verdinnungen) wurde jeweils eine halbe, mit MDBK- bzw. LMH-Zellen bewachsene
96-Wellplatte im Querformat verwendet. Aus jeder Vertiefung der Titrationsplatte wurden
100 pl der Virustitration auf die Zellkulturplatte Uberfiinrt. Vor dem Ubertrag wurden die
Zellkulturplatten unter dem Umkehrmikroskop auf ihre Konfluenz begutachtet und das
Wachstumsmedium von den Zellen dekantiert. Das anschlieRende Uberfiihren der jeweiligen
verdunnten Probenflissigkeit, beginnend mit der untersten Reihe der Titrationsplatte, erfolgte
ohne einen Pipettenspitzenwechsel, da es sich um eine aufsteigende Verdiinnungsreihe
handelte. Die beimpften Zellkulturen wurden bei 37 °C und 5 % CO- bis zur Auswertung im

Brutschrank inkubiert.

4.3.2.7 Auswertung

Die Auswertung der Desinfektionsversuche auf den Mikrotiterplatten erfolgte fir das EV-E
sechs Tage und flir das NDV funf Tage nach dem Beimpfen der Zellkulturplatten. Unter dem
Umkehrmikroskop wurde begutachtet, in wie vielen Vertiefungen innerhalb jeder

Verdinnungsreihe der verschiedenen Proben der Zellrasen noch erhalten war oder durch

37



einen virusspezifischen CPE zerstort wurde. Die Zellen der Vertiefungen in der jeweils
untersten Reihe ohne Zugabe einer Virustitration dienten als Zellkontrolle bzw.

Negativkontrolle.

Die Berechnung des Virustiters erfolgte mit der Formel nach Spearman-Karber (Karber 1931;

Spearman 1908).

m=xx+d/2-dZp

Dabei ist:
m der negative dekadische Logarithmus des Titers auf Basis des Prifvolumens in
den Vertiefungen, Angabe in log KIDso/Volumen
Xk der Logarithmuswert der niedrigsten Verdlnnungsstufe, bei dem alle
Vertiefungen einer Verdinnungsreihe einen CPE aufweisen
d der Logarithmuswert des Verdinnungsfaktors
pi die beobachtete Reaktionsrate

2 pi die Summe der Reaktionsrate von xi bis zur héchsten Verdiinnungsstufe

Die rechnerische Nachweisgrenze des Verfahrens, bei dem alle Vertiefungen der niedrigsten
Verdinnungsstufe einen CPE aufwiesen, lag bei der Verwendung von 100 ul Testflissigkeit
je Vertiefung und einer Initialverdiinnung von 1:100 (102) im Zentrifugenréhrchen als auch in
der obersten Reihe der Titrationsverdiinnung bei 3,5 log1oKIDso/ml. Unter der Annahme, dass
in vorgenannter Verdinnungsstufe keine Vertiefung einen virusspezifischen CPE aufzeigte,
wurde der Virustiter mit < 2,5 log10KIDso/ml angesetzt. Der Titer wurde mit < angegeben, da
nur angenommen wurde, dass die rechnerisch nachstniedrigere Verdiinnungsstufe einen CPE
in allen Vertiefungen aufgewiesen hatte. Dies traf auch zu, sofern die niedrigste

Verdinnungsstufe nur in einem Teil der Vertiefungen einen CPE aufwies.

Um die Virusreduktion der jeweiligen Konzentration der bioziden Grundchemikalie zu
berechnen, wurde der jeweilige Logarithmuswert des Testtiters vom Logarithmuswert des
Referenztiters der Viruskontrolle abgezogen. Dieser Referenztiter wurde auf Grundlage des
Keimtragers berechnet, welcher tUber die Einwirkzeit in WSH lag. Sofern der Testtiter unterhalb
der rechnerischen Nachweisgrenze lag, wurde das berechnete Titerreduktionsergebnis mit

2 der ermittelten Reduktion angesetzt.

Der Prifversuch wurde als erfolgreich gewertet, wenn durch die unterschiedlichen
Konzentrationsabstufungen der bioziden Grundchemikalie der Ubergang von einer nicht

wirksamen Desinfektion zu einer wirksamen Desinfektion dargestellt werden konnte. Als eine
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wirksame Desinfektion wurde hierbei die Reduktion des Keimgehalts um mindestens vier
dekadische Logarithmusstufen angesehen. Somit betrug der minimal benétigte Referenztiter
der Probe im WSH 6,5 log1oKIDso/ml. Die jeweilige Testung wurde in drei Ansatzen an
verschiedenen Tagen durchgefihrt bzw. wiederholt. Die jeweils hdchste notwendige
Konzentration der Grundchemikalie der drei erfolgreichen Ansatze (Titerreduktion um
mindestens vier dekadische Logarithmusstufen darstellbar) wurde konservativ als die

endgultig wirksame Konzentration der jeweiligen Grundchemikalie definiert.

Far Prifansatze, bei denen eine Reduktion um mindestens vier dekadische Logarithmusstufen
aufgrund von Zytotoxizitat oder eines zu geringen Referenztiters nicht darstellbar war (geprdft

durch Vorversuche), wurde auf eine erweiterte Methode zuriickgegriffen.
4.3.2.8 Erweiterte Methoden

4.3.2.8.1 Reduktion der Zytotoxizitat

Einige Konzentrationen der bioziden Grundchemikalien |6sten nach den Arbeitsschritten der
Neutralisation, Desorption und Titration noch zytotoxische Effekte auf den Zellkulturen aus.
Diese zytotoxisch wirkenden Konzentrationen wurden Uber Vortests identifiziert. Da die
zytotoxischen Effekte auf den Zellkulturen dem CPE der Viren dhnelten, konnten bestimmte
Titrationsverdinnungen nicht mehr gemaf der Methodik unter 4.3.2.6 ausgewertet werden.
Um die Zytotoxizitdt um eine dekadische Logarithmusstufe zu reduzieren und so schwach
zytotoxisch wirkende Titrationsverdinnungen noch sicher auswerten zu konnen, wurde

folgende Methode genutzt:

Diejenigen schwach zytotoxisch wirkenden Titrationsverdinnungen aus der jeweiligen Reihe
der Titrationsplatte (Abbildung 2) wurden nicht auf eine 96-Well-Zellkulturplatte tGberflhrt,
sondern in jeweils sechs Vertiefungen einer konfluent bewachsenen 12-Well-Zellkulturplatte.
Vor dem Ubertrag wurden die Mikrotiterplatten unter dem Umkehrmikroskop auf inre Konfluenz
geprift. Danach wurde das Wachstumsmedium von den Zellen dekantiert, die Vertiefungen
mit 900 yl des jeweiligen Erhaltungsmediums vorbefillt und anschlie®end 100 pl der
theoretisch schwach zytotoxisch wirkenden Titrationsverdiinnung hinzugegeben. Die
Zytotoxizitat wurde somit um den Faktor 10 reduziert, bei gleichbleibender Virusmenge. Die
beimpften Zellkulturplatten wurden bei 37 °C und 5 % CO- bis zur Auswertung inkubiert. Die

Auswertung erfolgte zusammen mit den beimpften 96-Wellplatten.

4.3.2.8.2 Absenken der Nachweisgrenze

Aufgrund hoher Virustiterverluste bei der Verwendung bestimmter Keimtrager war die

Darstellbarkeit der Reduktion um mindestens vier dekadische Logarithmusstufen nicht mehr
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gewahrleistet. Dieser Effekt des hohen Titerverlusts war auch bereits beim
Referenzkeimtrager ohne Desinfektionsmittelzusatz erkennbar. Um dennoch eine wirksame
Desinfektion nachweisen zu kénnen, wurde durch folgende Methode die Nachweisgrenze um

eine dekadische Logarithmusstufe herabgesetzt:

Zusatzlich zum normalen Verfahren der Titration und Auswertung wurde ein groReres
Probenvolumen untersucht. Hierfir ~wurde Probenflissigkeit direkt aus den
Zentrifugenréhrchen entnommen und jeweils 1 ml in sechs Vertiefungen einer konfluent
bewachsenen 12-Well-Zellkulturplatte Uberfiihrt. Vor dem Ubertrag wurden die
Mikrotiterplatten unter dem Umkehrmikroskop auf einen konfluenten Bewuchs gepruft. Danach
wurde das Wachstumsmedium von den Zellen dekantiert und die Prifsuspension auf den
Zellrasen Uberfihrt. Durch die Verzehnfachung des Probenvolumens und damit verbunden
der Virusmenge verringerte sich die Nachweisgrenze des Verfahrens sowie in dem
Zusammenhang auch der minimal benétigte Referenztiter der Probe im WSH um eine
dekadische Logarithmusstufe. Die beimpften Zellkulturplatten wurden bei 37 °C und 5 % CO
bis zur Auswertung inkubiert. Die Auswertung erfolgte zusatzlich zu den beimpften
96-Wellplatten. Der erweiterte Ansatz war nur mit niedrigen Konzentrationen der

Grundchemikalien durchfihrbar, welche keine Zytotoxizitat aufwiesen.

4.4 Langzeitbeobachtungen

Um die biozide Wirkung der verschiedenen Keimtrager an sich zu bestimmen, wurden
Langzeitbeobachtungen zur Tenazitat durchgefihrt. Diese erfolgten ohne den Einsatz eines
Desinfektionsmittels bzw. einer Grundchemikalie. Die Methodik richtete sich wie in den

Desinfektionsversuchen nach den gangigen Prufrichtlinien und Normen unter 4.3.1.

Als Ausgangsmaterial wurde neben den flinf Holzkeimtragern noch ein Keimtrager aus Stahl
in die Testung mit einbezogen. Die Vorbehandlung der Holzkeimtrager erfolgte identisch wie
unter 4.3.2.1 beschrieben. Die Stahlkeimtrager wurden vor der Verwendung fir eine Stunde
in eine Tensidlésung (Decon 90®, 5 %) gegeben und dadurch gereinigt. AnschlieRend wurden
die Plattchen mehrfach mit demineralisiertem Wasser abgespilt und danach entfettet. Fir
diesen Prozess wurden die Stahlplattchen fur 15 min in 2-Propanol gegeben und nochmals
mit demineralisiertem Wasser abgespult. Das nachfolgende Autoklavieren und Trocknen

erfolgte identisch zu den Holzkeimtragern, jedoch ohne den Stahlkeimtrager zu halbieren.

Fur einen Langzeitversuch wurden 27 Keimtrager je Holzart sowie 54 Stahlkeimtrager (zwei
verschiedene Ansatze mit je 27 Keimtragern) verwendet. Die Auswertung erfolgte zu neun
unterschiedlichen Testzeitpunkten. An jedem Testzeitpunkt wurden jeweils 3 der 27

Keimtrager aus dem Versuch entnommen und bewertet.
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Das Beimpfen der verschiedenen Keimtrager erfolgte, wie unter 4.3.2.2 beschrieben, mit EV-E
oder NDV, wobei die Stahlkeimtrager mit jeweils 100 yl Virus-Prifsuspension mit
Belastungssubstanz beimpft wurden. Jede Keimtragerart lag auf separaten und sterilen
Unterlagen ohne Abdeckung. Das nachfolgende Antrocknen der beimpften Holzkeimtrager
sowie der einen Halfte der Stahlkeimtrager (im Folgenden: ,Stahl®) erfolgte zusammen im
Exsikkator, welcher mit Kieselgel bestlickt war. Der verschlossene Exsikkator wurde dafUr flr
einen Tag Trocknungszeit bei 10 °C im Klimaschrank gelagert. Nach der Trocknung wurden
die Keimtrager zur Langzeitlagerung in die Vertiefungen von 6-Wellplatten mit Deckel Uberflihrt

und diese im Klimaschrank bei 10 °C gelagert.

Zusatzlich wurde die zweite Halfte der Stahlkeimtrager (im Folgenden: ,Stahl*) aufgrund der
Inkubationsbedingungen mit einem anderen Verfahren behandelt. Hierbei wurden die
beimpften Stahlkeimtrager im Exsikkator, welcher mit Kieselgel bestlickt war, unter Vakuum
(ca. 80 kPa Unterdruck) bei Raumtemperatur vollstandig getrocknet. Danach wurden diese
Keimtrager ebenfalls in die Vertiefungen von 6-Wellplatten mit Deckel Uberflihrt. Die
Zwischenrdume und ungenutzten Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden mit Kieselgel
beflllt. Nachfolgend wurden die Platten mit einer Verschlussfolie sowie selbstklebender
Aluminiumfolie moglichst luftdicht versiegelt. Die Langzeitlagerung erfolgte zusammen mit den

unversiegelten 6-Wellplatten im Klimaschrank bei 10 °C.

Uber Vorversuche wurden die Gesamtdauer und die zeitliche Abstufung der
Langzeitbeobachtungen fur das jeweilige Testvirus festgelegt. Die Virusrickgewinnung von
den Keimtragern zum jeweiligen Testzeitpunkt sowie die Auswertung der Versuche erfolgten
wie unter 4.3.2.5 bis 4.3.2.7 beschrieben. Ebenfalls wurde die unter 4.3.2.8.2 beschriebene
erweiterte Methode genutzt, um die Nachweisgrenze bei geringem Restvirusgehalt zu senken.
Eine Ausnahme von der Methodik wurde fir die Stahlkeimtrager angewendet. Diese wurden
unzerteilt in das jeweilige Erhaltungsmedium Uberfihrt. Die Auswertung erfolgte zu neun
Testzeitpunkten jeweils im Dreifachansatz. Dementsprechend wurden fir jeden Prifzeitpunkt

drei Keimtrager aus dem Versuch entnommen und bewertet.

Die erste Auswertung erfolgte am Tag des Umsetzens der Keimtrager aus dem Exsikkator in
die 6-Wellplatten bzw. am Tag nachdem die Stahlkeimtrager (Stahl*) versiegelt wurden. Dieser
Tag wurde als der Tag der Trocknung bzw. Tag ,Null“ der Versuche definiert. Fir EV-E erfolgte
die weitere Auswertung im 7-Tage-Rhythmus nach der Trocknung bzw. zu spéateren
Auswertezeitpunkten im 14-Tage- oder 28-Tage-Abstand. Fir NDV erfolgte die Auswertung
im 5-Tage-Rhythmus nach dem Tag der Trocknung. Zusétzlich erfolgte bei beiden
Prifansatzen eine Auswertung drei Tage nach der Trocknung, um die Titerverluste zu Beginn

des Prifzeitraums genauer zu erfassen.
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Die Berechnung der Virusreduktion erfolgte im Kontrast zum Initialtiter in Suspension. Zur
Ermittlung des Initialtiters wurden im Dreifachansatz je 100ul der in den
Langzeitbeobachtungen verwendeten Virus-Prifsuspension mit Belastungssubstanz direkt in
9,9 ml Erhaltungsmedium aufgenommen und anschliefend, wie unter 4.3.2.6 bis 4.3.2.7
beschrieben, titriert und ausgewertet. Fir jeden Prifzeitpunkt in den Langzeitbeobachtungen
wurde die durchschnittliche Virusreduktion des Dreifachansatzes auf Grundlage der

Logarithmuswerte berechnet und bewertet.

4.5 Statistik und Darstellung

Zur Prifung auf statistisch signifikante Unterschiede der Ergebnisse wurde die Software R

Version 4.3.1 fur Windows verwendet.

Fur den statistischen Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit wurden aufgrund der begrenzten
Anzahl der Datenpunkte die Werte konservativ als nicht normalverteilt angenommen.

Entsprechend wurde mit nicht-parametrischen Testverfahren gearbeitet.

Bei der Analyse der wirksamen Konzentrationen der Desinfektionsversuche wurden fir den
Vergleich von nur jeweils zwei Gruppen der Mann-Whitney-U-Test angewendet, wahrend der
Kruskal-Wallis-Test bei dem Vergleich von mehr als zwei Gruppen zum Einsatz kam. Letzterer

Test wurde auch verwendet, um die jeweiligen Trocknungszeiten miteinander zu vergleichen.

Der statistische Vergleich der Titerreduktionen in den Langzeitbeobachtungen sowie der
Titerverluste durch Aufbringen, Antrocknung und Desorption, im Vorfeld der eigentlichen
Desinfektionsversuche erfolgte jeweils mit den Logarithmuswerten der Ergebnisse. Der

Kruskal-Wallis-Test wurde hier ebenfalls als Priftest verwendet.

Als Signifikanzniveau fur nachzuweisende Unterschiede aller statischen Prifungen wurde ein
p-Wert von 0.05 definiert.

Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit der Software Graphpad Prism Version
9.0.0 fur Windows.
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5. Ergebnisse

5.1 Visualisierung des zytopathischen Effektes

Zur Visualisierung des zytopathischen Effektes wurden die Zellkulturen digital fotografiert. Die
Abbildungen stellen jeweils den nativen Zellrasen (Abbildung 3 und Abbildung 6), die
beginnende Lyse (Abbildung 4 und Abbildung 7) sowie den komplett lysierten Zellrasen mit
dem virusspezifischen CPE (Abbildung 5 und Abbildung 8) dar. Fir die Aufnahmen wurden

Zellkulturen in einer 12-Wellplatte verwendet, bei einer 10x Vergréierung.

Abbildung 3: Native MDBK-Zellen Abbildung 4: Beginnende Lyse der MDBK-
Zellen nach Infektion mit EV-E

Abbildung 5: Vollstandig lysierte MDBK-
Zellen nach Infektion mit EV-E
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Abbildung 6: Native LMH-Zellen Abbildung 7: Beginnende Lyse der LMH-
Zellen nach Infektion mit NDV, mit einzelnen

Riesenzellen

Abbildung 8: Vollstandig lysierte LMH-
Zellen nach Infektion mit NDV, deutliche

Riesenzellbildung

5.2 Parameter des Versuchsablaufs

Durch die unterschiedlichen Charakteristika der verschiedenen Holzer ergaben sich in den
Desinfektionsversuchen Unterschiede in der jeweiligen Trocknungszeit (Abbildung 9) und im
Trocknungsverhalten der Holzer. Hinsichtlich der Trocknungszeit stellten sich die beiden
Laubhdlzer als eher schnell trocknend dar. Im Durchschnitt benétigte Pappelholz 30 min und
Buchenholz 44 min, um zu trocknen. Die Nadelhdlzer zeigten dagegen eine deutlich langere
Trocknungszeit. Kiefernholz benétigte durchschnittlich 72 min bis zur Trocknung, Fichtenholz
85 min und Douglasienholz 109 min. Die Trocknungszeiten der unterschiedlichen Holzarten
wiesen statistisch signifikante Unterschiede auf (p-Wert: < 0.0001). Das Trocknungsverhalten

der verschiedenen Holzer zeigte, dass beim Pappelholz konsistent alle Keimtrager nach der
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Trocknungszeit angetrocknet waren. Bei den anderen Holzern waren jeweils mehrere (20 %
bis 40 %) Keimtrager nach der individuellen Trocknungszeit optisch noch als feucht
einzustufen. Letztere konnten vom weiteren Versuchsablauf ausgeschlossen werden, da der

Versuch mit einem Sicherheitsiiberhang an Keimtragern begonnen wurde.

Fichte —
Kiefer —
Pappel
Buche
Douglasie
1 1 1 1 1
0 25 50 75 100 125

Trocknungszeiten in min

Abbildung 9: Durchschnittliche Trocknungszeiten der Holzer im Exsikkator unter Vakuum bei

Raumtemperatur mit Standardabweichungen

In Abhangigkeit von der Holzart zeigten sich unterschiedlich ausgepragte Virustiterverluste,
die durch Aufbringen, Antrocknung und Desorption vom Keimtrager entstanden sind
(Abbildung 10). Die Verluste wurden durch die Differenz zwischen dem Logarithmuswert des
Initialtiters mit Belastungssubstanz aus der jeweiligen Virusvermehrung und dem
Logarithmuswert des Referenztiters (Keimtrager in WSH) ersichtlich. Der Titer einer
Virusvermehrung wurde dabei in Suspension wie unter 4.4 beschrieben bestimmt. Der
durchschnittliche Virustiterverlust, unabhangig von Holzart, Prufvirus und Priftemperatur, lag
bei 0,88 log10KIDso/ml. Bei der Priftemperatur von 10 °C zeigten sich zwischen den jeweiligen
Holzarten signifikante Unterschiede, sowohl fir das EV-E (p-Wert: < 0.001) als auch fir das
NDV (p-Wert: < 0.01). Bei dem EV-E und der Priftemperatur von —10 °C fielen die Ergebnisse

nach Holzart nicht signifikant verschieden aus (p-Wert: 0.09).
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Abbildung 10: Durchschnittliche Titerverluste des Referenztiters zum Initialtiter in Suspension

mit Standardabweichungen

Wahrend der Einwirkzeit des Desinfektionsmittels wurden die Klimawerte im Klimaschrank
kontinuierlich aufgezeichnet. Fir die Testungen bei 10 °C ergaben die Messungen folgende
Durchschnittswerte: Temperatur: 10 °C, relative Luftfeuchtigkeit: 89 %, CO.-Konzentration:
447 ppm, Luftdruck: 1013 hPa. Die Durchschnittswerte fir die Testungen bei —10 °C betrugen:
Temperatur: -9,5°C, relative Luftfeuchtigkeit: 72,5 %, CO2-Konzentration: 398,6 ppm,
Luftdruck: 1016,1 hPa. Die Klimaparameter fir die Langzeitversuche bei 10 °C entsprachen

jenen der Desinfektionsmitteltestung.
5.3 Desinfektionsversuche

5.3.1 Keimtragerversuche mit Peressigsaure bei 10 °C

Die Peressigsaure erwies sich als wirksam gegeniber beiden viralen Erregern, zudem war
eine erfolgreiche Desinfektion auf allen getesteten Holzarten mdglich. EV-E zeigte dabei eine
hohere Desinfektionsmittelresistenz als NDV, was sich in hoheren erforderlichen
Konzentrationen der Peressigsaure manifestierte. Unabhangig von der Holzart gab es in den
wirksamen Konzentrationen zwischen den beiden Viren einen statistisch signifikanten
Unterschied (p-Wert: < 0.0001).

Fir das EV-E als Surrogatvirus fur die unbehllten Viren ergaben sich fir eine wirksame
Desinfektion auf den Holzoberflachen erforderliche Konzentrationen der Peressigsaure von
0,025 % bis 0,1 % (Abbildung 11). Bezuglich der héchsten wirksamen Konzentration der
jeweils drei Wiederholungen (endguiltige Konzentration), die konservativ als entsprechendes
Ergebnis des Versuchsansatzes gewertet wurde, stellten sich Kiefer und Pappel mit jeweils

0,05 % des Peroxids als die Holzer dar, welche die niedrigsten erforderlichen Konzentrationen
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der Grundchemikalie bendtigten. Die anderen Holzarten lagen knapp Uber diesen Werten mit
0,075 % fir Fichte und Buche sowie 0,1 % fir Douglasie. Die ermittelten Konzentrationen fir
die unterschiedlichen Holzarten waren nicht signifikant verschieden (p-Wert: 0.10). Die

Ergebnisse sind in Tabelle 6 bis Tabelle 10 auf den Seiten 93 bis 95 dargestellt.

0,10+

0,05+

wirksame Konzentration in %

0,00

1 1
Fichte Kiefer Pappel Buche Douglasie

Abbildung 11: Konzentration von Peressigsaure fur eine wirksame Desinfektion des EV-E bei

10 °C in jeweils drei Versuchsansatzen

Fir das NDV als Surrogatvirus flr die behilliten Viren ergab sich eine Spanne der
Konzentrationen von 0,001 % bis 0,025 % des Peroxids, die fir eine wirksame Desinfektion
erforderlich war (Abbildung 12). Kiefer stellte sich als diejenige Holzart dar, welche mit einer
endgultigen Konzentration von 0,0025 % Peressigsaure die niedrigste Konzentration der
Reinsubstanz fur eine wirksame Desinfektion benétigte. Zur Kompensation des niedrigen
Referenztiters der Versuche mit Kiefernholz wurde die unter 4.3.2.8.2 beschriebene erweiterte
Methode angewandt. Weiterhin wurde fir diese Versuche mit Kiefer das hergestellte Volumen
des WSH auf 250 ml erhéht, um die erforderlichen, sehr hohen Verdinnungen der
Peressigsaure etablieren zu kdnnen. Die anderen Holzer bendtigten in den endgultigen
Ergebnissen fur eine wirksame Desinfektion hohere Konzentrationen der Grundchemikalie mit
0,01 % fir Fichte und 0,025 % fir Pappel, Buche und Douglasie. In den ermittelten
Konzentrationen fiir das behlillte Virus ergaben sich signifikante Unterschiede (p-Wert: < 0.05)
zwischen den Holzarten. Die Ergebnisse sind in Tabelle 11 bis Tabelle 15 auf den Seiten 95
bis 97 dargestellt.
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Abbildung 12: Konzentration von Peressigsaure fiir eine wirksame Desinfektion des NDV bei

10 °C in jeweils drei Versuchsansatzen

5.3.2 Keimtragerversuche mit Ameisensaure bei 10 °C

Die Ameisensaure erwies sich ebenfalls bei beiden viralen Erregern und allen gepriiften
Holzarten als wirksam. Die Desinfektionsmittelsensibilitdt der beiden Viren lag teilweise nahe
beieinander. Fir Fichte, Kiefer und Pappel stellte sich das EV-E als das Virus dar, welches die
héheren Konzentrationen bendtigte. Bei Buche war dies fir das NDV der Fall. Fir Douglasie
ergaben sich ahnliche Werte beider Viren. Unabhangig von der Holzart gab es keinen
statistisch signifikanten Unterschied (p-Wert: 0.07) in den wirksamen Konzentrationen

zwischen den beiden Viren.

Fir das unbehlllte EV-E reichten die erforderlichen Konzentrationswerte fir eine
Keimreduktion um mindestens vier dekadische Logarithmusstufen auf den verschiedenen
Holzern von 0,75 % bis 1,5 % der organischen Saure (Abbildung 13). Die Douglasie stellte
sich hierbei als das Holz dar, welches mit 0,75 % die geringste Konzentration der
Ameisensaure flr die letztendlich wirksame Desinfektion bendtigte. Kiefer und Buche lagen
mit 1 % knapp dariber, ebenso wie Fichte und Pappel mit 1,5 %. Die ermittelten erforderlichen
Konzentrationen fir eine wirksame Desinfektion flr das EV-E zeigten zwischen den
unterschiedlichen Holzarten knapp keine signifikanten Unterschiede (p-Wert: 0.055). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 16 bis Tabelle 20 auf den Seiten 98 bis 100 dargestellt.
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Abbildung 13: Konzentration von Ameisensaure fir eine wirksame Desinfektion des EV-E bei

10 °C in jeweils drei Versuchsansatzen

Fir das behilte NDV ergab sich eine Konzentrationsspanne von 0,25 % bis 2 % der
Konzentrationen der Grundchemikalie, welche fiir eine wirksame Desinfektion erforderlich war
(Abbildung 14). Allgemein wurde ersichtlich, dass die Nadelhodlzer geringere Konzentrationen
der Ameisensaure als die Laubhdlzer bendtigten. Das beste bzw. niedrigste Ergebnis der
jeweils dreifachen Ausfiihrung (endgtiltige Konzentration) ergaben die Versuche auf Kiefer mit
einer Konzentration von 0,25 % Ameisensaure. Wie auch bei der Peressigsaure wurde flr das
Kiefernholz die unter 4.3.2.8.2 beschriebene erweiterte Methode angewandt. Die anderen
Nadelhdlzer bendétigten 0,5 % der Grundchemikalie auf Fichte und 0,75 % auf Douglasie. Die
Laubhdlzer bendtigten fur eine wirksame Desinfektion bei Pappel eine Konzentration von 1 %
und bei Buche von 2 % der Reinsubstanz. Die ermittelten erforderlichen Konzentrationen
zwischen den unterschiedlichen Holzern in den Desinfektionsversuchen waren statistisch
signifikant verschieden (p-Wert: < 0.05). Die Ergebnisse sind in Tabelle 21 bis Tabelle 25 auf
den Seiten 100 bis 102 dargestellt.
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Abbildung 14: Konzentration von Ameisensaure fir eine wirksame Desinfektion des NDV bei

10 °C in jeweils drei Versuchsansatzen

5.3.3 Keimtragerversuche mit Glutaraldehyd bei 10 °C

Glutaraldehyd zeigte im Gegensatz zu den anderen beiden Grundchemikalien keine
allgemeine Wirksamkeit. In den durchgefihrten Versuchen wurden die Kriterien flr eine
wirksame Desinfektion nur fir das behiillte Surrogatvirus NDV, nicht jedoch flir das unbehiillte

Surrogatvirus EV-E erreicht.

Fir das EV-E konnte nur eine bedingte Wirksamkeit des Glutaraldehyds festgestellt werden.
Eine Erregerreduktion um vier dekadische Logarithmusstufen war in keinem der
durchgeflihrten Versuche zu verzeichnen (Abbildung 15). Untersucht wurden hierbei
Konzentrationen von 1 % bis zu 10 % der Reinsubstanz. Unabhangig von der getesteten
Holzart war meist nur eine Reduktion um zwei bis drei dekadische Logarithmusstufen im
Vergleich zum Referenztiter mdglich. Wegen der zytotoxischen Effekte des Glutaraldehyds auf
die Zellkultur wurde die unter 4.3.2.8.1 beschriebene erweiterte Methode angewandt. Die
Titerreduktionen auf den verschiedenen Holzern waren innerhalb der jeweiligen Konzentration
nicht signifikant verschieden voneinander (p-Werte: von 0.08 bis 0.86). Die Ergebnisse sind in
Tabelle 26 bis Tabelle 30 auf den Seiten 103 bis 105 dargestellt.
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Abbildung 15: Titerreduktion des EV-E durch 10 % Glutaraldehyd bei 10 °C in jeweils drei

Versuchsansatzen

Fir eine wirksame Desinfektion des NDV ergaben sich Konzentrationswerte von 0,075 % bis
1,5 % des Aldehyds auf den unterschiedlichen Holzern (Abbildung 16). Wie auch bei der
Ameisensaure zeigte sich hier ebenso, dass flr eine wirksame Desinfektion auf den
Nadelhdlzern geringere Konzentrationen erforderlich waren als auf den Laubhdlzern. Vor
allem auf Kiefernholz erwies sich das Glutaraldehyd mit einer sehr niedrigen endgultigen
Konzentration von 0,1 % als wirksam. Wie auch bei der Peressigsaure und Ameisensaure
wurde fir Kiefernholz die unter 4.3.2.8.2 beschriebene erweiterte Methode angewandt. Die
anderen beiden getesteten Nadelhdlzer bendtigten in den endgultigen Ergebnissen 0,75 %
und die beiden Laubhdlzer 1,5 % des Aldehyds. Wegen zytotoxischer Effekte der jeweiligen
Glutaraldehydkonzentration auf die Zellkultur wurde bei allen getesteten Holzarten auf3er der
Kiefer die unter 4.3.2.8.1 beschriebene erweiterte Methode angewandt. Zwischen den
verschiedenen Holzarten ergaben sich in den ermittelten Konzentrationen fir das behdlite
Virus signifikante Unterschiede (p-Wert: < 0.05). Die Ergebnisse sind in Tabelle 31 bis Tabelle
35 auf den Seiten 105 bis 107 dargestellt.
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Abbildung 16: Konzentration von Glutaraldehyd fiir eine wirksame Desinfektion des NDV bei

10 °C in jeweils drei Versuchsansatzen

5.3.4 Keimtragerversuche bei =10 °C

Die Desinfektionsversuche bei =10 °C erfolgten nur fiir das EV-E, da sich dieses Virus in den
Versuchen bei 10 °C unter den genutzten Surrogatviren als das limitierende Virus darstellte.
Dies zeigte sich in den jeweils héheren bzw. gleich hohen, benétigten endgliltigen
Konzentrationen der Grundchemikalien fir eine erfolgreiche Desinfektion (mit der Ausnahme

von Ameisensaure auf Buchenholz).

Bei der Peressigsaure reichten die erforderlichen Konzentrationen fiur eine wirksame
Desinfektion von 0,25 % bis 0,75 % des Peroxids (Abbildung 17). Die niedrigsten
Konzentrationswerte fiir die endgultig wirksame Desinfektion ergaben sich fur Fichtenholz und
Pappelholz mit 0,25 % der Reinsubstanz. Danach folgen Kiefer und Douglasie mit jeweils
0,5 % sowie Buche mit 0,75 %. Aufgrund der nun héheren Konzentrationen der Peressigsaure
kam es zum Auftreten von zytotoxischen Effekten auf die Zellkultur. Fir die zytotoxischen
Konzentrationen wurde daher die unter 4.3.2.8.1 beschriebene erweiterte Methode
angewandt. Zwischen den ermittelten Werten fir eine erfolgreiche Desinfektion auf den
unterschiedlichen Holzarten ergaben sich signifikante Unterschiede (p-Wert: < 0.05). Die
Ergebnisse sind in Tabelle 36 bis Tabelle 40 auf den Seiten 108 bis 110 dargestellt.
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Abbildung 17: Konzentration von Peressigsaure flir eine wirksame Desinfektion des EV-E bei

-10 °C in jeweils drei Versuchsansatzen

Die Konzentrationen der Grundchemikalie der Testung bei =10 °C zeigten insgesamt einen
signifikanten Unterschied (p-Wert: < 0.0001) im Vergleich zu den entsprechenden Werten bei
10 °C (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Vergleich der durchschnittlichen Konzentrationen von Peressigsaure fur eine

wirksame Desinfektion des EV-E nach der Priiftemperatur mit Standardabweichungen

Fir die Ameisensaure ergab sich eine Konzentrationsspanne von 2,5 % bis 5% der
organischen Saure, welche fir eine wirksame Desinfektion notwendig war (Abbildung 19).
Fichte, Pappel und Buche stellten sich als die Hoélzer dar, welche mit der letztendlichen
Konzentration von 3 % der Reinsubstanz die geringsten Desinfektionsmittelkonzentrationen
bendtigten. Die anderen Holzer folgten mit 4 % fir Douglasienholz und 5 % fir Kiefernholz.

Aufgrund der hohen eingesetzten Konzentrationen der Ameisensaure und den damit
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verbundenen toxischen Effekten wurde bei den Versuchen bei =10 °C ebenfalls die unter
4.3.2.8.1 beschriebene erweiterte Methode angewandt. Es ergaben sich signifikante
Unterschiede zwischen den Holzarten (p-Wert: < 0.05) in den Ergebnissen flir eine wirksame
Desinfektion. Die Ergebnisse sind in Tabelle 41 bis Tabelle 45 auf den Seiten 110 bis 112

dargestellt.

()]
|

N
1

w
1

N
1

—
1

wirksame Konzentration in %

o

T T
Fichte Kiefer Pappel Buche Douglasie

Abbildung 19: Konzentration von Ameisensaure fir eine wirksame Desinfektion des EV-E bei

-10 °C in jeweils drei Versuchsansatzen

Die erforderlichen Konzentrationen der Reinsubstanz bei -10 °C waren insgesamt signifikant
verschieden (p-Wert: < 0.0001) im Vergleich zu denen der Testung bei 10 °C (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Vergleich der durchschnittlichen Konzentrationen von Ameisensaure fur eine

wirksame Desinfektion des EV-E nach der Priiftemperatur mit Standardabweichungen
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Fur Glutaraldehyd wurden keine Desinfektionsversuche bei =10 °C durchgefihrt. Aufgrund der
fehlenden Wirksamkeit des Aldehyds auf das unbehdlillte Virus bei 10 °C (siehe 5.3.3) und des
beschriebenen Kaltefehlers des Glutaraldehyds (Michels et al. 2023; Bohm 2002a) wurde

davon ausgegangen, dass bei —10 °C ebenfalls keine Wirksamkeit vorliegt.

5.4 Langzeitbeobachtungen

Bei beiden getesteten Priifviren kam es aufgrund der hohen Luftfeuchtigkeit im Klimaschrank
(siehe 5.2) zu dem Phanomen, dass sich auf der Stahlprobe (Stahl) nach der initialen
Trocknung Kondenswasser auf der Prifflache bildete und diese so Uber den gesamten
Zeitraum nicht abgetrocknet ist. Bei der alternativ getesteten Probe (Stahl*) konnte dagegen
eine Kondenswasserbildung durch das Versiegeln der Platten mit enthaltenem Kieselgel
verhindert werden. Dadurch konnten auch Versuchsergebnisse fiir abgetrockneten Stahl

ermittelt werden.

In den Langzeitbeobachtungen zur Tenazitat auf den verschiedenen Oberflachen mit dem
EV-E konnte beginnend ab Tag 28 ein statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert: < 0.05)
der Titerreduktionen innerhalb der Holzarten detektiert werden (Abbildung 21). Die insgesamt
beste intrinsisch biozide Wirkung zeigte das Douglasienholz. Nach zwei Wochen des
Versuchsablaufs erreichte die durchschnittliche Titerreduktion hierbei mit 4,28 log1oKIDso/ml
das Ergebnis einer wirksamen Desinfektion um mindestens vier dekadische
Logarithmusstufen. Nach sechs Wochen konnten keine Viren mehr auf dem Douglasienholz
nachgewiesen werden, und die Reduktion betrug aufgrund des Initialtiters und der
Nachweisgrenze 26,22 log:oKIDso/ml. Dieses Ergebnis hielt Gber den gesamten weiteren
Prifversuch an. Das nachstbeste Ergebnis erzielte der Stahlkeimtrager Stahl*. Hierbei konnte
ebenfalls nach zwei Wochen das Ergebnis einer erfolgreichen Desinfektion mit einer
Titerreduktion von 4,50 log1oKIDso/ml erreicht werden. Nach 12 Wochen waren keine Viren
mehr nachweisbar und die Reduktion betrug =6,6110og1KIDso/ml. Das hdhere
Reduktionsergebnis am Punkt der Nachweisgrenze als bei dem Douglasienholz hing damit
zusammen, dass die Proben von Stahl* in einem gesonderten Versuch angesetzt wurden, und
daher auch mit einem anderen Initialtiter aus der Virusvermehrung. Danach folgten die
Ergebnisse von Fichten-, Kiefern- und Buchenholz. Fichtenholz konnte in dem Versuchsablauf
Uber ca. vier Monate den Status einer erfolgreichen Desinfektion erreichen. Kiefer- und
Douglasienholz verfehlten diesen knapp. Nach Woche 16 betrug die Titerreduktion auf
Fichtenholz 4,06 log1oKIDso/ml, auf Kiefernholz 3,94 log10KIDso/ml und auf Buchenholz
3,83 log10KIDso/ml. Das Pappelholz wies nur eine geringe Virusreduktion Uber den gesamten
Prifdurchlauf auf. Die Virusreduktion nach Woche 16 betrug 2,17 log1oKIDso/ml. Das

schlechteste Ergebnis nach Ablauf des Gesamtversuchs fand sich fur die Stahlprobe (Stahl).
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Die Titerreduktion des EV-E betrug hier nach 16 Wochen nur 0,44 log1oKIDso/ml. Allerdings ist
dabei zu beachten, dass wahrend des Prifverlaufs (vor allem am Anfang) die Titerreduktion
teils deutlich hoher ausfiel. Da es allerdings ausgeschlossen ist, dass sich die Viren auf den
Keimtragern vermehrt haben, ist hierbei von Artefakten auszugehen. Die Ergebnisse sind in
der Tabelle 46 auf der Seite 113 dargestellt.
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Abbildung 21: Durchschnittliche Titerreduktion von EV-E bei 10 °C auf verschiedenen

Oberflachen mit Standardabweichungen

In den Langzeitversuchen mit dem NDV auf verschiedenen Oberflachen konnte, beginnend
ab dem Tag der Trocknung (Tag Null), ein statistisch signifikanter Unterschied (p-Wert: < 0.05)
der Titerreduktionen innerhalb der Holzarten detektiert werden (Abbildung 22). Insgesamt
zeigte Kiefernholz die beste intrinsisch biozide Wirkung. Bereits an dem Tag der Trocknung
betrug die Titerreduktion hierbei 4,17 log10KIDso/ml. Dies wiirde dem Ergebnis einer wirksamen
Desinfektion um mindestens vier dekadische Logarithmusstufen entsprechen. Nach funf
Tagen konnten keine Viren mehr quantitativ auf den Kieferkeimtragern nachgewiesen werden,
und die Titerreduktion betrug in Abhangigkeit des Initialtiters und der Nachweisgrenze
= 7,33 log10KIDso/ml. Dieses Ergebnis war anhaltend, denn in den weiteren Auswertungen bis
zum Tag 35 konnten zu keinem Zeitpunkt mehr Viren auf den Kieferkeimtragern nachwiesen
werden. Die nachstbesten Ergebnisse erzielten die anderen beiden Nadelhélzer Fichte und
Douglasie. Hierbei konnte das Ergebnis einer erfolgreichen Desinfektion ab Tag 3 festgestellt

werden, mit einer Keimreduktion von =4,72logKIDso/ml auf dem Fichtenholz und
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4,33 log1oKIDso/ml auf dem Douglasienholz. Ab Tag 15 wurde die maximale Titerreduktion
(= 7,33 log1oKIDso/ml) unter Bericksichtigung der Nachweisgrenze erreicht. Somit konnten
keine Restviren mehr auf den beiden Keimtragerarten nachgewiesen werden. Als nachstes
folgten die Ergebnisse der beiden Laubholzer Buche und Pappel. Bei dem Buchenholz konnte
das Ergebnis der wirksamen Desinfektion ab Tag 3 mit einer Reduktion um
2 4,94 log10KIDso/ml beobachtet werden, bei der Pappel ab Tag 5 mit einer Reduktion um
4,39 log1oKIDso/ml. Nicht mehr quantitativ nachweisbar war das NDV ab Tag 25 auf
Buchenholz und ab Tag 30 auf Pappelholz. Nun folgten die Ergebnisse der Stahltestung
(Stahl). Titerschwankungen und -varianzen waren fur das NDV weniger deutlich ausgepragt
als fur das EV-E. Das Ergebnis einer erfolgreichen Desinfektion erreichte die Stahlprobe ab
Tag 15 mit einer Reduktion von 4,72 log1oKIDso/ml. Am Ende der Versuchslaufzeit an Tag 35
konnte quantitativ noch ein Restvirusgehalt auf den Stahlplattchen verzeichnet werden. Die
Titerreduktion zu diesem Zeitpunkt betrug = 7,06 log10KIDso/ml. Das mit Abstand schlechteste
Ergebnis zeigte dagegen die Testung mit dem alternativen Stahlkeimtrager (Stahl*). Die
Virusreduktion Uber den gesamten Prifzeitraum hinweg betrug an Tag 35 nur
1,78 log1oKIDso/ml. Dabei ist zu beachten, dass an Tag Null die Reduktion bereits
1,17 log1oKIDso/ml betrug und somit Uber die folgenden 35 Tage nur eine geringfligige
Titerreduktion stattfand. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 47 auf der Seite 114 dargestellt.
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Abbildung 22: Durchschnittliche Titerreduktion von NDV bei 10 °C auf verschiedenen

Oberflachen mit Standardabweichungen
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6. Diskussion

6.1 Desinfektionsversuche mit unbehullten Viren

Das Enterovirus E hat sich als sehr gut geeignet fir die Durchfihrung der
Desinfektionsversuche mit unbehillten Viren erwiesen. Das Virus liel3 sich in permanenten
Zellkulturen in hohen Titern vermehren und durch den spezifischen CPE gut nachweisen. Auch
hielten sich die Virusverluste des Referenztiters durch Trocknung und Desorption in einem
akzeptablen Rahmen. Diese sehr gute Eignung des EV-E als Testvirus wurde auch in anderen
Arbeiten entsprechend bestatigt (Pirschel 2015; Al-Khleif 2008; Kéhler 2006; Bremer 2003).
Ebenfalls besitzt es eine hohe Relevanz als Prifvirus, da es einerseits eines der beiden
unbehdillten Prifviren der DVG-Prifrichtlinien (DVG 2017b) darstellt und zudem als Prifvirus

in einer europaischen Norm (CEN 2015) verankert ist.

In den Desinfektionsversuchen bei 10 °C hat sich gezeigt, dass die verschiedenen Hélzer
wirksam mit Peressigsaure und Ameisensaure desinfiziert werden konnten. Es wurden dabei
keine signifikanten Unterschiede zwischen den wirksamen Konzentrationen auf den
verschiedenen Holzern innerhalb der beiden Grundchemikalien festgestellt. Aufgrund
individueller Unterschiede in der Methodik (Keimtrager, Belastungssubstanz, Priftemperatur,
Einwirkzeit, Auswertungsverfahren) sind die Ergebnisse nur bedingt mit den Resultaten aus

der Literatur vergleichbar.

Bei der Peressigsaure waren nicht signifikant verschiedene Konzentrationen von 0,05 % bis
0,1 % auf den unterschiedlichen Holzarten als endglltig wirksam anzusehen. Zu einem
ahnlichen Ergebnis kamen Pirschel (2015) sowie Al-Khleif (2008). Im Keimtragertest auf
Pappelholz nach der DVG-Methodik genigten durchschnittlich 0,1 % Peressigsaure fir eine
Keimreduktion des EV-E um mehr als vier dekadische Logarithmusstufen nach 30 min
Einwirkzeit bzw. 0,05 % nach 60 min und 0,01 % nach 120 min (Pirschel 2015). Im
Suspensionsversuch ohne Keimtrager wurden 0,01 % Peressigsaure bendtigt, um EV-E ohne
eine Belastungssubstanz nach 30 min wirksam zu desinfizieren (Al-Khleif 2008). In Versuchen
mit einer Belastungssubstanz stieg die Konzentration auf 0,05 % an, allerdings bei einer
Einwirkzeit von nur 15 min (Al-Khleif 2008). Suspensionsversuche mit Peressigsaure zur
Desinfektion von EV-E unter Berlicksichtigung der Desinfektionstemperatur wurden von
Bremer (2003) durchgefuhrt. Hierbei ergab sich, dass 0,01 % des Peroxids in den Versuchen
mit Belastungssubstanz fir die durchschnittliche Keimreduktion um mindestens vier
dekadische Logarithmusstufen bei 20 °C eine Einwirkzeit von 30 min bendtigte, wahrend sich
die Zeitspanne bei 10 °C auf 60 min erhdhte sowie bei 4 °C auf 120 min. Die Versuche wurden

auch ohne Belastungssubstanz durchgefihrt, hierbei halbierte sich die jeweils bendtigte
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Einwirkzeit. Auch Rheinbaben und Wolff (2002) beschaftigten sich mit der Inaktivierung des
EV-E. Sie beschreiben eine Virusreduktion von EV-E um mehr als fiinf Zehnerpotenzen durch
0,2 % Peressigsaure nach 10 min Applikationsdauer. Kramer et al. (2008a) machen ahnliche
Angaben, wobei die Autoren die irreversibel inaktivierende Wirkung (> 4 log1oKIDso/ml) von
0,2 % Peressigsaure gegen Enteroviren innerhalb einiger Minuten beschreiben. Von Martin et
al. (2013) wurden Keimtragerversuche mit EV-E und der Zugabe von Peressigsaure als
Desinfektionsmittel durchgefuhrt. Die Virusreduktion durch 0,025 % Peressigsaure nach
30 min bei 20 °C inklusive einer Belastungssubstanz betrug auf einer Stahloberflache
= 3,1 log1oKIDso/ml und auf einer Polypropylenoberflache = 2,62 log1oKIDso/ml. Lediglich in
Suspensionsversuchen wurde in dieser Studie eine wirksame Desinfektion des Enterovirus,
reprasentiert durch eine Reduktion des Virustiters um 4,38 log10KIDso/ml, bei 30 min

Einwirkzeit, 10 °C und einer Belastung von 0,3 g BSA pro Liter, erzielt.

Bei der Ameisensaure waren nicht signifikant verschiedene Konzentrationen von 0,75 % bis
1,5 % auf den unterschiedlichen Holzarten als endgultig wirksam anzusehen. Pirschel (2015)
erzielte in den Versuchen auf Pappelholz dhnliche Ergebnisse. Hierbei waren durchschnittlich
Konzentrationen von 0,5 % Ameisensaure bei 120 min Einwirkzeit, 1 % bei 60 min und 1,5 %
bei 30 min erforderlich, um eine Virusreduktion von EV-E um mindestens vier dekadische
Logarithmusstufen zu bewirken. Nach Rheinbaben und Wolff (2002) wurde eine wirksame
Desinfektion des Virus durch Ameisensaure im DVG-Keimtragertest nach 30 min mit einer
Konzentration von 1 % bzw. im Suspensionstest durch 0,5 % nach 15 min erreicht. Ahnliche
Angaben macht auch Wekerle (1988). Die Ergebnisse der Versuche beschreiben eine
wirksame Desinfektion des EV-E durch 0,5 % Ameisensaure nach 30 min im Keimtragertest
(Pappelholz) und nach 15 min im Suspensionstest. Weitere Angaben zum Verhalten des Virus
in Suspensionsversuchen ohne sowie auch mit einer Belastungssubstanz macht Al-Khleif
(2008). Hier wurde gezeigt, dass 1 % der organischen Saure fur eine viruswirksame
Desinfektion nach einer Zeitspanne von 15 min benétigt wurde. Bremer (2003) bericksichtigte
zusatzlich den Temperaturfaktor in den durchgefihrten Suspensionsversuchen mit
Ameisensaure flir EV-E. In Versuchen mit einer Belastungssubstanz waren 0,5 % der
Reinsubstanz nétig, um bei 20 °C nach einer Stunde eine wirksame Desinfektion zu erreichen.
Bei niedrigeren Temperaturen von 10 °C bzw. 4 °C erhdhte sich die bendtigte Konzentration
auf jeweils 1 %. Der Einfluss der Temperatur in Keimtragerprifungen unter Verwendung von
Pappelholz wurde auch von Yilmaz und Kaleta (2003a) untersucht. In jeweils dreifacher
Wiederholung zeigte sich, dass 1 % Ameisensaure bei 20 °C eine Einwirkzeit von einer Stunde
fur eine wirksame Desinfektion des EV-E bendtigte. Eine entsprechende Zeit konnte bei 10 °C

nur mit der doppelten Konzentration der organischen Saure von 2 % erreicht werden. Die
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Autoren flhrten auch Suspensionsversuche durch, bei denen sich die Einwirkzeit teilweise auf

nur 15 min verringerte.

Mit der Grundchemikalie Glutaraldehyd konnte keine wirksame Desinfektion des unbehiillten
EV-E erreicht werden. Getestet wurden dabei Konzentrationen bis zu 10 %, was deutlich Gber
dem Praxisstandard liegt. Pirschel (2015) kam in den Laborversuchen mit dem Aldehyd zu
ahnlichen Ergebnissen. In den durchgefiuihrten Untersuchungen zu EV-E auf Pappelholz
konnte der Autor mit Konzentrationen bis zu 2 % Glutaraldehyd und einer Einwirkzeit bis zu
zwei Stunden noch nicht einmal eine reproduzierbare Titerreduktion Uber drei dekadische
Logarithmusstufen erzielen. Rhee et al. (2022c) untersuchten die Desinfizierbarkeit von EV-E
durch Glutaraldehyd mittels Suspensionsversuchen. In den Versuchen konnte ebenfalls keine
viruswirksame Desinfektion nachgewiesen werden. Die durchschnittlich ermittelte
Virusreduktion durch 8 % der Grundchemikalie betrug lediglich 2,72 log:oKIDso/ml. Mahnel
(1979) beschreibt ebenfalls, dass Enteroviren eine auffallend hohe Widerstandsfahigkeit
gegenuber Aldehyden zeigen. In den gelisteten Desinfektionsmitteln der DVG wird ersichtlich,
dass kein Handelspraparat mit Glutaraldehyd als alleiniger Wirkstoff eine Zulassung fir den
Bereich der unbehlillten Viren (mit u. a. EV-E als Prifvirus) besitzt (DVG 2023a). Basierend
auf den in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuchen und den Ergebnissen aus der Literatur ist
anzunehmen, dass die unzureichende Wirksamkeit des Glutaraldehyds in Bezug auf das
Enterovirus E nicht mit der zu desinfizierenden Oberflache, hier speziell Holzart,
zusammenhangt, sondern generell eine unzureichende Wirksamkeit der Grundchemikalie

gegenuber diesem Virus besteht.

6.2 Desinfektionsversuche mit behiillten Viren

Das Newcastle Disease Virus hat sich als gut geeignet fir die Desinfektionsversuche mit
behdllten Viren erwiesen. Die standardgemaf eingesetzte Variante der Virusvermehrung in
embryonierten Bruteiern und der Virusnachweis in primaren Einschichtzellkulturen erfordern
einen hohen Arbeitsaufwand. Wie von Schmidt (2015) gezeigt, lasst sich das DVG-Prufvirus
aber auch in permanenten Zellkulturen ztichten und nachweisen, was die Testung deutlich
vereinfacht. Entsprechend wurde im Rahmen der hier vorgestellten Versuche verfahren. In
den permanenten Zellkulturen lie® sich das Virus in hohen Titern vermehren und durch den
spezifischen CPE gut nachweisen. Die Virusverluste des Referenztiters durch Trocknung und
Desorption hielten sich in einem vertretbaren Rahmen, mit Ausnahme der Versuche auf
Kiefernholz. NDV besitzt eine hohe Relevanz als Prufvirus, da es eines der beiden behiillten
Prifviren der DVG-Prufrichtlinien darstellt (DVG 2017b). Die Eignung als Testvirus wurde auch
in anderen Arbeiten bestatigt (Schmidt 2015; Al-Khleif 2008; Kéhler 2006).
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In den Desinfektionsversuchen bei 10 °C wurde deutlich, dass sich die verschiedenen Holzer
wirksam mit Peressigsaure, Ameisensaure und Glutaraldehyd desinfizieren lieRen. Fir jede
Grundchemikalie fanden sich dabei signifikante Unterschiede in den erforderlichen
Konzentrationen flr die verschiedenen Holzarten. Bei allen drei Reinsubstanzen zeigte sich
auch, dass im Allgemeinen bei den Nadelhdlzern niedrigere Konzentrationen flr eine
wirksame Desinfektion bendétigt wurden als bei den Laubhélzern. Dies galt insbesondere fiir
das Kiefernholz, welches eine bis zu 15-fach niedrigere Konzentration benétigte als einzelne
Laubholzer. Diese vorteilhaften Ergebnisse der Nadelhdlzer sind wahrscheinlich auf die
Holzinhaltsstoffe (Gerbsauren, Harze, Tannine) und das diesbeziglich sensible, behiillte
Prifvirus zurtckzufthren. Aufgrund individueller Unterschiede in der Methodik (Keimtrager,
Belastungssubstanz, Pruftemperatur, Einwirkzeit, Auswerteverfahren) sind die Ergebnisse nur

bedingt mit den Resultaten aus der Literatur vergleichbar.

Bei der Peressigsaure waren Konzentrationen von 0,0025 % bis 0,025 % auf den
verschiedenen Holzarten als endgiiltig wirksam anzusehen, wobei signifikante Unterschiede
festgestellt wurden. Die Ergebnisse fur das Pappelholz (0,025 %) decken sich weitestgehend
mit den Ergebnissen von Schmidt (2015). Die Autorin untersuchte die Desinfizierbarkeit von
NDV auf Pappelholz, wobei das Prufvirus im Brutei und alternativ in Zellkultur vermehrt wurde.
Zielstellung war eine Keimreduktion um nur mindestens drei dekadische Logarithmusstufen,
da hohere Reduktionen aufgrund der Nachweisgrenze und des Referenztiters oft nicht
darstellbar waren. Die Versuche ergaben, dass das Virus aus dem Brutei 0,05 %
Peressigsaure bendtigte, um eine durchschnittliche Virusreduktion von > 3,45 log1oKIDso/ml zu
erreichen. Fir das Virus aus der Zellkultur waren 0,025 % der Grundchemikalie erforderlich,
um eine durchschnittliche Virusreduktion von > 3,6 log1oKIDso/ml zu bewirken. Die Einwirkzeit
betrug jeweils 30 min, bei einer Temperatur von 20 °C und einer niedrigen Eiwei3belastung.
Al-Khleif (2008) fuhrte dagegen Suspensionsversuche mit dem NDV und Peressigsaure durch.
Hier zeigte sich, dass 0,005 % der Reinsubstanz nach 30 min NDV ohne eine Eiweil3belastung
wirksam (= 4 log10KIDso/ml) inaktivieren konnte. Mit Verdopplung der Konzentration (0,01 %)
bendtigte das Peroxid nur noch fiinf Minuten fir den Vorgang. In den Versuchen mit einer
Belastungssubstanz wurde ersichtlich, dass mit 0,05 % der Grundchemikalie eine flnffach
hoéhere Konzentration erforderlich war, um die Wirksamkeit entsprechend der Definition
weiterhin bereits nach 5 min Einwirkzeit zu gewahrleisten. Nach Kramer et al. (2008a) sind
0,2 % Peressigsaure notig, um eine Desinfektion beztglich NDV innerhalb von nur wenigen

Sekunden zu erreichen.

Bei der Ameisensaure waren signifikant verschiedene Konzentrationen von 0,25 % bis 2 %
auf den Holzarten als endgultig wirksam anzusehen. Vergleichbare Untersuchungen mit dem

Einsatz der Reinsubstanz auf Keimtragern sind fir NDV in der Literatur nicht vorhanden. Al-
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Khleif (2008) fihrte mit NDV Suspensionsversuche durch, um die desinfizierende Wirkung von
Ameisensaure zu beurteilen. Ohne zusatzliche Belastungssubstanz reduzierten 0,5 % der
Grundchemikalie den Virustiter nach 30 min um 4,25 log1oKIDso/ml. Mit Verdopplung der
Konzentration (nun 1 %) bendtigte die Ameisensdure fur den Prozess der wirksamen
Desinfektion nur noch 5 min. Unter Zugabe einer Belastungssubstanz verlangerte sich die
erforderliche Einwirkzeit fir eine als wirksam zu erachtende Virusreduktion (erzielt wurden
erneut 4,25 log1oKIDso/ml) durch 1 % der organischen Saure wieder auf 30 min. Nach
Rheinbaben und Wolff (2002) inaktiviert Ameisensaure das NDV nach 5 min bei einer
Konzentration von 2 % der organischen Saure bzw. nach 15 min bei 1 %. Nahere Angaben zu

den Versuchsbedingungen wurden von den Autoren nicht gemacht.

Bei dem Glutaraldehyd waren signifikant verschiedene Konzentrationen von 0,1 % bis 1,5 %
auf den unterschiedlichen Holzarten als endguiltig wirksam zu betrachten. Schmidt (2015)
untersuchte die Desinfizierbarkeit von NDV auf Pappelholz, wobei die Virusvermehrung im
Brutei und alternativ in Zellkultur erfolgte. Wie auch bei den Versuchen mit der Peressigsaure
war das Ziel eine Keimreduktion um mindestens drei dekadische Logarithmusstufen, da
héhere Reduktionen aufgrund des Referenztiters und wegen der inharenten Nachweisgrenze
nicht darstellbar waren. Die Versuche ergaben, dass eine Konzentration von 0,25 %
Glutaraldehyd bendétigt wurde, um den Titer von NDV je nach Art der Virusvermehrung um
durchschnittlich > 3,25 log1oKIDso/ml bzw. > 3,65 log10KIDso/ml zu reduzieren. Die Einwirkzeit
betrug jeweils 30 min bei 20 °C und einer niedrigen Eiweilbelastung. Die im Vergleich zu der
vorliegenden Arbeit deutlich niedrigeren Konzentrationen auf dem Pappelholz hangen
wahrscheinlich mit der Priftemperatur zusammen, da Glutaraldehyd einen ausgepragten
Kaltefehler besitzt (Michels et al. 2023; Béhm 2002a). Die Wirksamkeit von Glutaraldehyd auf
das NDV in Suspensionsversuchen wurde von Rhee et al. (2022b) untersucht. Das Ergebnis
war hierbei, dass durch 0,4 % des Aldehyds bei einer hohen organischen Belastung, 30 min
Einwirkzeit und einer Temperatur von 4 °C eine reproduzierbare, wirksame Desinfektion

erfolgte.

6.3 Desinfektionsversuche bei =10 °C

Die Desinfektionsversuche bei —10 °C erfolgten mit dem EV-E, da dieses Virus auf den
Keimtragern bei 10 °C in der Regel héhere Konzentrationen bendétigte als das NDV und damit
als limitierend erachtet wurde. Durch den Zusatz des Frostschutzmittels Ethylenglykol konnte
die Methodik identisch zu den Versuchen bei 10 °C erfolgen. Die Ergebnisse wiesen bei
beiden getesteten Grundchemikalien einen signifikanten Unterschied bezlglich der

erforderlichen Konzentrationen zwischen den verwendeten Holzarten auf.
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Das beste Ergebnis erzielte die Peressigsaure. In den Versuchen bei —10 °C waren
Konzentrationen von 0,25 % bis 0,75 % auf den Holzarten als endgliltig wirksam anzusehen.
Dies entspricht ungefahr den handelstiblichen Konzentrationen. Dieses gute Ergebnis beruht
auf dem geringen Kaltefehler des Peroxids (Schliesser 1981). Nach Jones et al. (1967) ist
unter Zusatz von Frostschutzmitteln eine Anwendung der Peressigsaure bis zu —40 °C

moglich.

Auch die Ameisensaure ermdglichte bei —10 °C noch eine wirksame Desinfektion. In den
Versuchen bei —10 °C waren Konzentrationen von 3 % bis 5 % auf den Holzarten als endguiltig
wirksam anzusehen. Diese eher hohen Konzentrationen sind mit dem Kaltefehler der
organischen Saure erklarbar, welcher durch Lachele (1990) herausgearbeitet wurde. Nach
Holzle et al. (2023) sind organische Sauren unterhalb von 10 °C nicht mehr als alleinige

Wirkkomponente anwendbar.

Zusammenfassend entsprechen die Versuchsergebnisse der Desinfektionsmitteltestung mit
einer Priftemperatur von -10 °C den Ergebnissen von Schliesser (1981). Hier wurde
beschrieben, dass bei Temperaturen unterhalb des Gefrierpunkts die besten
Desinfektionsergebnisse mit Peressigsaure erzielt wurden. Organische Sauren (u. a.
Ameisensaure) wurden als weniger effektiv, aber dennoch wirksam eingestuft. Fir Formalin
als Vertreter der Aldehyde wurden die schlechtesten Ergebnisse beschrieben, mit einer
Wirkung, die erst nach tagelanger Einwirkzeit einsetzte. Bremer (2003) fuhrte ebenfalls
Desinfektionsmitteltestungen unter Berlicksichtigung der Temperatur durch, allerdings nur bis
zu 4 °C als niedrigste Pruftemperatur. Bei dieser Temperatur sind die Auswirkungen des
Kaltefehlers noch nicht so deutlich wie bei einer Testung unterhalb des Gefrierpunkts.
Dennoch entsprechen die Ergebnisse in letztgenannter Untersuchung zur Inaktivierung von
EV-E der Wirksamkeitsreihenfolge hinsichtlich der Reinsubstanzen nach Schliesser (1981)

und denen der vorliegenden Arbeit.

6.4 Langzeitbeobachtungen

Das Ziel der Langzeitbeobachtungen zur Tenazitat war es, die intrinsisch biozide Wirkung der
Keimtrager an sich, ohne Einwirkung von Desinfektionsmitteln, zu bestimmen. Dabei fiel
zunachst auf, dass EV-E eine deutlich hohere Tenazitat als NDV auf den Holzkeimtragern
besal. Dieses Ergebnis spiegelt die Resultate der durchgefihrten
Desinfektionsmitteltestungen wieder und entspricht der Regel, dass unbehiillte Viren im
Allgemeinen eine hohere Resistenz gegeniber Umgebungseinflissen aufweisen als behllte
Viren (Bodenschatz 2022; Kramer 2022; Schubert 2016; Schliesser 1981). Im Vergleich der
Ergebnisse der Holzkeimtrager zu den eingesetzten Stahlkeimtragern zeigte sich, dass die

Holzer teilweise eine bessere Virusreduktion aufwiesen als der Stahl. Dieses Ergebnis
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entspricht der von Thiel (1978) beschriebenen sehr guten Langzeitdesinfektionswirkung von

holzernen Stallbauelementen im Vergleich zur eher schlechten Wirkung von

Metalloberflachen. Die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Hblzer sind
wahrscheinlich auf die individuellen Holzeigenschaften (Tabelle 5) zurlckzuflihren. Die
Versuchsbedingungen sind aufgrund der hohen relativen Luftfeuchtigkeit wahrend der

Einlagerung (9 89 %) nur bedingt mit Praxisbedingungen vergleichbar.

Tabelle 5: Holzeigenschaften nach Grosser und Teetz (1998)

Fichte Kiefer Pappel Buche Douglasie
@ Rohdichte’ 0,43 g/cm® | 0,49 g/cm® | 0,43 g/cm® | 0,68 g/lcm® | 0,47 g/cm?
@ Rohdichte? 0,47 g/cm® | 0,52 g/lcm® | 0,47 g/cm® | 0,72 g/lcm® | 0,51 g/cm?3
pH-Wert 5,0 51 5,8 51-54 3,3-4,2
Extraktstoffgehalt 2,3 % 9 % N/A 1,5 % 6 %

'bei 0 % Holzfeuchtigkeit ~ 2bei 15 % Holzfeuchtigkeit

Flr das unbehllte Enterovirus E wurde die hohe Resistenz gegenliiber Umwelteinflissen,
welche Olszewska et al. (2008), Biermann et al. (1990) oder Steiger (1986) darlegten,
bestatigt. Eine Ausnahme unter den Holzern stellte das Douglasienholz dar, bei welchem ein
deutlicher biozider Effekt auf EV-E beginnend schon ab dem dritten Versuchstag sichtbar
wurde. Dieser Effekt steht wahrscheinlich in Zusammenhang mit dem niedrigen pH-Wert des
Douglasienholzes (Tabelle 5). Nach Rheinbaben und Wolff (2002) ist das EV-E im pH-Bereich
von 4 bis 8 unempfindlich. Die weiteren positiven Effekte der Holzinhaltsstoffe (Gerbsauren,
Harze, Tannine) sowie die hygroskopische Wirkung der porésen Oberflache wiirden auch auf
anderen Holzoberflachen zum Tragen kommen und sind kein alleinstellendes Merkmal der
Douglasie. Die anderen Holzoberflachen wiesen jedoch im Gegensatz zu der Douglasie eine
deutlich

Douglasienholzes nicht auch bei den Desinfektionsversuchen mit dem EV-E ersichtlich wurde,

langsamere Titerreduktion auf. Dass allerdings dieser positive Effekt des
konnte dadurch erklart werden, dass der biozide Effekt der Douglasie erst verzdgert
einzusetzen scheint. Am Tag nach dem Abtrocknen der beimpften Keimtrager (Tag Null)
waren die Titerreduktionswerte auf den verschiedenen Holzarten noch relativ ahnlich
zueinander. Die ebenfalls gute und kontinuierliche Titerreduktion Uber die Zeit auf der Probe
von Stahl* kann durch die technisch forcierte Trocknung des Virus erklart werden, die zur
Vermeidung einer Rehydrierung mit Kondenswasser im Klimaschrank und damit zur
Simulation von Praxisbedingungen (mit guter Liftung) fir die Stahloberflache implementiert
wurde. Ohne diese spezifischen MalRnahmen kam es bei der alternativ geprtften Stahlprobe
(Stahl) nach der initialen Antrocknung aufgrund von Kondenswasserbildung durch die hohe

Luftfeuchtigkeit im Klimaschrank zu der erneuten und Uber den gesamten Prifzeitraum
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andauernden Ausbildung einer Flissigkeitsschicht auf der Oberflache. Die Titerreduktion nach
etwa vier Monaten war auf dieser Probe (Stahl) nur sehr gering, was zu den Erfahrungen von
Rheinbaben und Wolff (2002) passt, nach denen das EV-E in wassriger Umgebung bei 4 °C
Uber einen Zeitraum von zwei Jahren stabil bleibt. Auch Olszewska et al. (2008) haben
nachgewiesen, dass EV-E nach 135 Tagen in einer wassrigen Umgebung bei 4 °C nahezu
keinerlei Einbufen bezlglich des Virustiters zeigt. Die deutlichen Schwankungen des
Virustiters Uber die Zeit und die gréReren Varianzunterschiede innerhalb der Prufzeitpunkte
der Stahlprobe in dem ersten Teil der Versuchsauswertungen (siehe Abbildung 21), lassen
sich wahrscheinlich durch Trocknungsartefakte wahrend des Antrocknens im Exsikkator,
welcher im Klimaschrank stand, erklaren. Randstandige Keimtrager sind auf der Unterlage

besser und schneller angetrocknet als solche, die eher mittig gelagert wurden.

Da nach Rhee et al. (2022c) das EV-E ein Surrogatvirus fir das Virus der Maul- und
Klauenseuche (MKS) darstellt, lassen sich die Wiederbelegungszeiten nach der
Schlussdesinfektion flir diese Tierseuche hinsichtlich ihrer biologischen Plausibilitat
naherungsweise mit den durchgeflihrten Tenazitdtsversuchen abgleichen. Nach der MKS-
Verordnung kann die Wiederbelegung von Stéllen frihestens drei Monate nach Abnahme der
Schlussdesinfektion erfolgen bzw. auch schon friher in Verbindung mit klinischen
Untersuchungen (BMEL 2017). Nach einem Zeitraum von etwa drei Monaten betrug die
durchschnittliche Virusreduktion schon ohne den Einsatz eines Desinfektionsmittels auf den
Bauholzern Fichte, Kiefer und Buche 2,67 log1oKIDso/ml bis 3,0 log1oKIDso/ml, was ein gutes
Ergebnis darstellt. Ein sehr gutes Ergebnis erzielten Douglasienholz und trockener Stahl
(Stahl*) mit einer unter Berlcksichtigung der Nachweisgrenze wahrscheinlich vollstandigen
Virusinaktivierung nach dieser Zeit. In diesem Sinne ist davon auszugehen, dass die
rechtlichen Vorgaben fir die MKS durch eine Kombination aus Reinigung und Desinfektion
sowie anschlielendem Leerstand ein vernachlassigbares Risiko fir eine anschlieRende

Wiederbelegung gewahrleisten.

Fir das behullte Newcastle Disease Virus konnten die Unterschiede nach den Holzarten aus
den Desinfektionsmitteltestungen in den Langzeitbeobachtungen zur Tenazitat bestatigt
werden. Die Nadelholzer, insbesondere das Kiefernholz, fihrten in kiirzerer Zeit zu einer
Virusinaktivierung als die Laubhdlzer. Dieser Unterschied ist wahrscheinlich durch den
héheren Gehalt an Holzinhaltsstoffen (Tabelle 5) wie Gerbsauren, Harze oder Tannine zu
erklaren. Das besonders gute Ergebnis der Kiefer kdnnte zudem auf die gréReren und in
deutlich héherer Anzahl vorhandenen Harzkanale (Grosser 2007; Schutt und Stimm 2006)
zurlckzufiihren sein. Wie schon von Thiel (1978) beschrieben, zeigten alle untersuchten
Holzer im Vergleich zu den beiden Stahlansatzen eine schnellere Titerreduktion, was

wahrscheinlich durch hygroskopische Effekte und die enthaltenen Holzinhaltsstoffe erklart
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werden kann. Diese Effekte kamen bei der Stahlprobe (Stahl) nicht zum Tragen. Die
Virusreduktion setzte hier langsamer ein und der Resttiter lag am Ende des Prufzeitraums
knapp oberhalb der Nachweisgrenze. Dies entspricht der Beschreibung von Kaaden (2002),
nach der NDV je nach Umgebungstemperatur in infizierten Stallen 30 bis 35 Tage infektits
bleibt. Auch Frélich et al. (1992) geben fiir die Uberlebenszeit von NDV in K&fighaltungen mit
18 bis 36 Tagen eine ahnliche Zeitspanne an. Bei der Probe Stahl* war Gber den gesamten
Prifzeitraum im Vergleich zu allen anderen Keimtragerarten nur eine sehr geringe
Virusreduktion zu verzeichnen. Wie von Steiger (1986) beschrieben, kann NDV in einem
angetrockneten und dadurch geschitzten Zustand uber einen langeren Zeitraum seine
Infektiositat erhalten. Auch Kaaden (2002) erwahnt das Phanomen, dass die Infektiositat des

Virus durch Eintrocknung Gber Jahre hinweg erhalten bleiben kann.

Tierseuchenrechtlich ist die Wiederbelegungszeit nach einem Ausbruch der Newcastle
Krankheit mit frihestens 30 Tagen nach Abschluss und Abnahme der Desinfektion festgelegt
(BMELV 2005). Es konnte in den vorgestellten Versuchen gezeigt werden, dass selbst ohne
vorherige Desinfektion nach vorgenanntem Zeitraum auf allen getesteten Bauhdlzern mit
groler Wahrscheinlichkeit (die Einschrankung hier aufgrund der Nachweisgrenze) keine
infektidsen Viren mehr vorhanden waren, wahrend auf der feuchten Stahloberflache (Stahl)
noch Restinfektiositat und auf der getrockneten Stahloberflache (Stahl*) noch ein sehr hoher
Resttiter nachweisbar war. In diesem Sinne ist davon auszugehen, dass die rechtlichen
Vorgaben fur die Newcastle Krankheit durch eine Kombination aus Reinigung und Desinfektion
sowie anschlielendem Leerstand ein vernachlassigbares Risiko fir eine anschlieRende
Wiederbelegung gewahrleisten. Ein besonderes Augenmerk hinsichtlich der Reinigung und
Desinfektion verdienen Stallbereiche mit verbautem Stahl, auf denen NDV sich in einem

getrockneten und dadurch geschitzten Zustand befinden kann.

6.5 Zusammenfassende Diskussion der bioziden Grundchemikalien

Als ,Desinfektionsmittel* wurden in dieser Arbeit biozid wirksame Grundchemikalien
verwendet. Intention hierfir war die Gewahrleistung einer besseren Vergleichbarkeit
untereinander und mit Ergebnissen aus der Literatur, da diese Reinsubstanzen im Gegensatz
zu Handelspraparaten keine Komponentenmischung darstellen oder mit Tensiden versetzt
sind. Somit kénnen die dargestellten Ergebnisse nur bedingt auf die Handelspraparate der
DVG-Liste Ubertragen werden. Sollten die Ergebnisse dieser Arbeit doch mit den Werten der
DVG (DVG 2023a) verglichen werden, ist darauf zu achten, dass die angegebenen
Konzentrationen der DVG sich auf bereits verdiinnte Grundchemikalien beziehen. Vor einem
Vergleich mussten diese Konzentrationen entsprechend rechnerisch korrigiert werden. Mit

Konzentrationsangaben zu Reinsubstanzen aus der Literatur lassen sich die Ergebnisse
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dieser Arbeit jedoch gut abgleichen, da in der Desinfektionsmitteltestung relevante Priifviren
(DVG 2017b) verwendet wurden, die auch in anderen literaturanhangigen Untersuchungen

zum Einsatz kamen und zudem als Surrogate fungieren.

Peressigsaure erwies sich in dieser Arbeit als das wirksamste Desinfektionsmittel. Auf allen
Prufoberflachen konnte eine wirksame Desinfektion erreicht werden. Zudem zeichnete sich
das Peroxid, wie auch von Kramer (2022) beschrieben, durch eine schnelle Wirkungsweise
und eine vergleichsweise geringe Beeinflussung durch Umgebungsparameter aus. Nach
Schubert (2016) ist Peressigsaure seit Jahren in der Landwirtschaft zur Desinfektion von
Flachen, Gegenstdnden und Apparaturen etabliert. Auch Tichacek (1972) empfiehlt
Peressigsaure zum grofflachigen bzw. groRrdumigen Einsatz in landwirtschaftlichen
Betrieben. Kramer et al. (2008a) kategorisieren Peressigsaure als den idealen mikrobiziden
und viruziden Wirkstoff. Hinsichtlich der praxisbezogenen Desinfektion empfiehlt Béhm
(2002a) Konzentrationen zwischen 0,1 % und 1 % des Wirkstoffs zur Flachendesinfektion in
der Landwirtschaft, ohne dabei nahere Angaben Uber das Erregerspektrum zu machen.
Kramer et al. (2008a) geben die Verwendung von 0,2 % Peressigsaure als Desinfektionsmittel
in der Tierhaltung an. Auch Schliesser (1981) gibt mit 0,2 % bis 0,4 % der Grundchemikalie
fur den Einsatz in der Grobdesinfektion ahnliche Werte an. Tichacek (1972) nennt eine
Konzentrationsspanne von 0,01 % bis 2% der Reinsubstanz zur Desinfektion von
Gegenstanden aus Holz, Kunststoff oder Metall. Im Tierseuchenfall wird allgemein eine
Konzentration von 0,4 % Peressigsaure als Oberflachendesinfektionsmittel mit einer

Mindesteinwirkzeit von einer Stunde empfohlen (Scheinemann et al. 2023).

Auch Ameisensaure stellte sich in dieser Arbeit als ein wirksames Desinfektionsmittel heraus.
Auf allen Prifflachen konnte eine wirksame Desinfektion erreicht werden. Allerdings fielen die
Ergebnisse der erforderlichen Konzentrationen der Prifung bei =10 °C relativ hoch aus. Der
hohe Kaltefehler der organischen Sauren nach Béhm (2002a) oder Lachele (1990) wurde
somit entsprechend bestatigt. Bohm (2002a) beschreibt die Anwendung der Ameisensaure vor
allem im Stallbereich, insbesondere fir die Flachendesinfektion. Nach dessen Angaben wird
die organische Saure in Konzentrationen von 2 % bis 4 % angewendet. Kramer et al. (2008c)
beschreiben ebenfalls den Einsatz der Grundchemikalie in der Stalldesinfektion. Hierbei
werden in Abhangigkeit des Erregers Konzentrationen von 1 % bis 4 % mit zwei Stunden
Einwirkzeit genannt. Im Tierseuchenfall wird allgemein der Einsatz von 4 % Ameisensaure mit
einer Mindesteinwirkzeit von zwei Stunden zur Flachendesinfektion empfohlen (Holzle et al.
2023).

Glutaraldehyd erwies sich in dieser Arbeit als ein nur teilweise wirksames Desinfektionsmittel.

Eine wirksame Desinfektion wurde bei 10 °C fiir das behdllte Virus erreicht, nicht aber fir das
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unbehdllte Prifvirus. Aufgrund des sehr hohen Kaltefehlers nach Michels et al. (2023) oder
Bohm (2002a) ist allerdings davon auszugehen, dass bei =10 °C auch bei dem behlillten Virus
keine Wirksamkeit mehr vorhanden ware. Kramer et al. (2008b) beschreiben die viruzide
Wirkung des Aldehyds in Konzentrationen von 0,5 % bis 2 %, in Abhangigkeit der zu
inaktivierenden Viren. Verwendet wird Glutaraldehyd nach den Autoren als Bestandteil in
Flachendesinfektionsmitteln, insbesondere in Kombination mit anderen Aldehyden oder
sonstigen Zusatzen. Die Aussage, dass Glutaraldehyd in Kombination mit anderen Wirkstoffen
erfolgreich eingesetzt werden kann, findet sich mehrfach in der Literatur wieder (Kramer 2022;
Schubert 2016; Kramer et al. 2008b; B6hm 2002a; Steiger 1986; Schliesser 1981). Im
Tierseuchenfall wird der Einsatz einer Glutaraldehydlésung allgemein empfohlen, wenn es
sich bei den Seuchenerregern um Bakterien bzw. Bakteriensporen handelt, nicht jedoch bei
Viren (Michels et al. 2023).

6.6 Zusammenfassende Diskussion der holzernen Keimtrager

In dieser Arbeit wurden die Desinfizierbarkeit verschiedener Holzkeimtrager sowie
Langzeitbeobachtungen auf Holz- und Stahlkeimtragern dargestellt. Bei den durchgefiihrten
Untersuchungen lag ein verstarkter Fokus auf den hoélzernen Keimtragern, da das BMEL
(2021) empfiehlt, den natirlichen Baustoff Holz verstarkt beim Ausbau von
landwirtschaftlichen Betriebsgebduden zu bericksichtigen. Die hygienischen Eigenschaften
traditioneller Bauhdlzer und zuklnftig relevanter Bauhdlzer wurden aufgrund dessen
untersucht. Ein weiterer Aspekt fir die Schwerpunktlegung auf die Holzkeimtrager war, dass
nach Bohm (2002a) der Keimtragerversuch auf porésen Oberflachen als der wichtigste
Wirksamkeitstest flr Desinfektionsmittel im Tierhaltungsbereich anzusehen ist. Die
Untersuchungen ergaben, dass sich die feingesagten Bauholzer in Abhangigkeit von
Temperatur und Art der Desinfektionsmittelgrundsubstanzen wirksam desinfizieren lieRen. Die
Nadelhdlzer, allen voran das Kiefernholz, zeigten insgesamt die besten Ergebnisse. Diese
Nadelhélzer sind in groBem Umfang im deutschen Waldbestand vorhanden (BMEL 2018a)
und werden auch effektiv fur die Errichtung landwirtschaftlicher Betriebsgebaude genutzt (Bar
2022; Engler 2021; Jiang et al. 2019; Dietsch et al. 2018). Eine zukiinftige Nutzung von Holz
als Baumaterial kann aus der hygienischen Sicht zumindest nach den hier dargestellten

Untersuchen und Ergebnissen weiterhin erfolgen bzw. weiter ausgebaut werden.

Die unterschiedlichen Konzentrationen der Grundchemikalien auf den gepriften Holzern sind
vermutlich auf den spezifischen Gehalt an Holzinhaltsstoffen (Tabelle 5) zuriickzufihren. Im
Vorfeld wurden alle Keimtrager autoklaviert, da fir die Laborversuche eine sterilisierte
Oberflache notwendig war (CEN 2020; 2019; DVG 2017b). Nach der Beschreibung von

Esteves et al. (2011) gehen durch diese thermische Behandlung viele der urspriinglichen
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Extraktstoffe verloren. Dieser Effekt war auch in den Versuchen der vorliegenden Arbeit
anhand der braunlich verfarbten Restflissigkeit in nicht vollstindig getrockneten
Reagenzglasern nach dem Prozessschritt des Autoklavierens (siehe 4.3.2.1) erkennbar. Unter
Praxisbedingungen ist davon auszugehen, dass sich die Holzinhaltsstoffe noch deutlicher auf
das Ergebnis auswirken wirden, sofern diese in Abhangigkeit der Holzalterung noch
vorhanden sind. Zytotoxische Effekte der Holzinhaltsstoffe wie von Mark et al. (1995)

beschrieben, konnten in dieser Arbeit nicht beobachtet werden.

Hinsichtlich der Titerverluste durch Antrocknung und Desorption (Abbildung 10) unterschieden
sich die gepruften Keimtrager nur in geringem Umfang. Dies stimmt nicht mit der Beschreibung
von Rheinbaben und Wolff (2002) Uberein. Nach den Autoren erwiesen sich einige
Holzoberflachen (u. a. Kiefer oder Buche) mit sehr hohen Titerverlusten als nicht geeignet flr
Desinfektionsversuche. Pappelholz wird von den Autoren als Ausnahme genannt, mit
vertretbaren Titerverlusten (bei u. a. EV-E oder NDV) zwischen 0,5 und 1,25 Zehnerpotenzen
in Bezug auf den Initialtiter. Die durchschnittlichen Titerverluste in den durchgefiihrten
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit fielen unabhangig von der Holzart (auf3er NDV auf
Kiefernholz) in die von Rheinbaben und Wolff (2002) angegebene Spanne oder lagen knapp
darunter. In den Untersuchungen von Pirschel (2015) an Pappelholzkeimtragern wurden nach
einer Trocknungszeit von 30 min im Exsikkator durchschnittliche Titerverluste je nach
Virusspezies zwischen 0,3 log10KIDso/ml und 1 log1oKIDso/ml festgestellt. Damit bewegen sich
auch diese Ergebnisse in zuvor genannter Spanne. In den Trocknungszeiten (Abbildung 9)
wurde ersichtlich, dass die Laubhdélzer, vor allem das Pappelholz, durch die rasche (und auch
konsistente) Abtrocknung einen Vorteil gegenuber den Nadelhdlzern in der
Versuchsdurchfiihrung boten. Diese relativ lange Trocknungsdauer der Nadelhdlzer ist Uber
den Hoftupfelverschluss bei getrockneten Holzern der Kieferngewachse (u. a. Fichte, Kiefer
oder Douglasie) zu erklaren. Dieser reversible Verschluss entsteht durch die Anlagerung des
kreisférmig verdickten Torus an den Porus von Parenchymzellen oder Tracheiden (Rosenthal
et al. 2010). Die kurze und konsistente Trocknung speziell des Pappelholzes kénnte dazu
geflhrt haben, dass sich dieses als Prifkeimtrager etabliert hat (CEN 2019; DVG 2017b).
Bereits in der ersten Version der DVG-Richtlinie in den 1970er-Jahren wurde Pappelholz als
holzerner Keimtrager aufgefuhrt (DVG 1975).

Yilmaz und Kaleta (2003b) beschreiben, dass sich Pappelholz im Vergleich zu verschiedenen
Filtermaterialien besser als Prufkeimtrager eignet. Nach den Autoren ware die
Desinfektionsmittelprifung zwar an diesen industriell gefertigten, porésen Materialien besser
standardisierbar, aber aufgrund von hohen Virustiterverlusten nicht effektiv durchfihrbar.
Neben den kurzen Trocknungszeiten sprechen nach den vorliegenden Untersuchungen auch

weitere Eigenschaften fir die Nutzung von Pappelholz, nicht nur als Surrogat fir porése
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Oberflachen im Allgemeinen, sondern auch speziell fur die Hygienisierung anderer Holzer.
Zum einen wirkte sich das Pappelholz in den Langzeitbeobachtungen am geringsten auf den
Virustiter aus, was eine spezifische und weitestgehend unverfalschte Beurteilung der
Wirksamkeit der in den Desinfektionstestungen eingesetzten Mittel erlaubt. Zum anderen
bendtigte das Pappelholz in den Desinfektionsmitteltestungen der vorliegenden Arbeit im
Vergleich zu den anderen Hélzern zumeist die héchsten Konzentrationen der getesteten
Reinsubstanzen fir eine wirksame Desinfektion. Daher konnte es als limitierende Holzart fur

die Ermittlung wirksamer Konzentrationen auf Holz im Allgemeinen betrachtet werden.

Die Desinfektion pordser Stalloberflachen umfasst aber nicht nur Holzoberflachen.
Untersuchungen von Stoy (1983) ergaben, dass sich in der landwirtschaftlichen Tierhaltung
Beton als pordse Matrix sowohl in der Reinigung als auch in der Desinfektion als das
eigentliche hygienische Problem herausstellte. Nach den Versuchen der Autorin zur Reinigung
liel® sich der Gesamtkeimgehalt von Holz um etwa eine dekadische Logarithmusstufe mehr
reduzieren als derjenige von Beton. Auch in den anschlieRenden Desinfektionsversuchen fiel
die Reduktion auf Holz noch einmal etwa um den gleichen, vorgenannten Faktor guinstiger
aus. Auch die DVG ist sich der Problematik des Betons bewusst (Bohm 1999). Der Grund,
warum dennoch an Holzprifkeimtragern als Surrogat fiir porése Oberflachen festgehalten
wurde, liegt einerseits an der schlechten Standardisierbarkeit von Betonkeimtragern und
andererseits an der Beeinflussung der Ergebnisse durch das Herauslésen von Inhaltsstoffen
aus frisch hergestellten und somit unzureichend abgebundenen Betonplattchen (Béhm 1999).
Auch Mahnel und Kunz (1976) beschreiben diese Nachteile von Zementplatichen als
Prufkeimtrager. In ihren Untersuchungen kam es schon wahrend der Antrocknungsphase auf
den Zementplattchen zu einer umfangreichen bis vollkommenen Virusinaktivierung. Letzteres
schrieben die Autoren den vermutlich viruzid wirkenden, herausgelésten Chemikalien zu und
erachteten daher Betonkeimtrager als ganzlich ungeeignet. Den Faktor des pH-Wertes flihrten
die Autoren nicht mit an. Dieser wurde in Untersuchungen zur Hygienisierbarkeit von
Betonkeimtragern durch Gabbert et al. (2020) naher beleuchtet. Die Autoren bezogen sich in
ihren Testungen auf den pH-Wert von frisch hergestelltem sowie gealtertem Beton. Nach
Grubb et al. (2007) besitzt frischer Beton einen stark basischen pH-Wert von etwa 13, wahrend
der pH-Wert an der freiliegenden Oberflache von gealtertem Beton durch den Prozess der
Karbonatisierung auf etwa 8,5 abfallt. Die Untersuchungen von Gabbert et al. (2020) ergaben,
dass der pH-Wert der Betonmatrix einen grof3eren Einfluss als der Faktor der Porositat auf die
Rickgewinnung der Viren aus den Keimtragern und die Wirksamkeit der Desinfektionsmittel
hatte. Auch zeigten die Autoren, dass der innere pH-Wert von 60 Jahre altem Beton, der aus
einer Bohrung entnommen wurde, einen pH-Wert von > 12 aufwies und somit immer noch

stark alkalisch wirkte, was weiterhin einen Einfluss auf die Ergebnisse hatte.
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Mahnel und Kunz (1976) Uberpriften in ihrer Studie auch die Eignung weiterer pordser
Keimtrager fir die Desinfektionsmitteltestung. In den Teilversuchen zur Antrocknung, den
Titerverlusten durch das Einlegen der Keimtrager in Flissigkeit und der eigentlichen
Desinfektion stellte sich der Pappelkeimtrager als die geeignetste Matrix heraus. Rheinbaben
und Wolff (2002) berichten ebenfalls Uber deutliche Titerverluste auf anderen Keimtragern im
Vergleich zum Pappelholz. Aufgrund der beschriebenen Ergebnisse in der Literatur, der
Etablierung in Prufrichtlinien und Prifnormen, der Eignung als Surrogat fur andere Holzer in
Desinfektionsmitteltestungen und Langzeitbeobachtungen nach den vorgestellten
Untersuchungen sowie der praktikablen Methodik sollte weiterhin an der Verwendung von

Pappelholz als poréser Prifkeimtrager festgehalten werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Bestandigkeit bzw. Dauerhaftigkeit von Stalloberflachen,
die mit Chemikalien in Berihrung kommen. Nach Schliesser (1975) ist Holz gegentiiber den
Einwirkungen von Desinfektionsmitteln als sehr widerstandsfahig anzusehen. Genauer geht
der Autor insbesondere noch auf die Wirkung von Peressigsaure auf Holzoberflachen ein.

Diese wird ebenfalls als nicht schadigend beschrieben.

In der Methodik unterscheiden sich die Keimtragerversuche von der Anwendung in der Praxis
unter anderem in der Art und Weise, wie die Oberflache der Desinfektionsmittelldsung
ausgesetzt wird. In den vorgestellten Untersuchungen nach DVG (2017b) wurden die
beimpften Keimtrager fir eine Stunde in eine Desinfektionsmittelsuspension vollstandig
eingelegt, wahrend die Oberflache im Rahmen der Desinfektionspraxis eher nur kurzzeitig
benetzt wird. Diesen Unterschied haben auch Borneff et al. (1975) angeflihrt, weshalb die
Autoren dem Keimtragertest nur eine begrenzte Aussagekraft zuschreiben. Eine Klarung, in
welchem Umfang die Ergebnisse standardisierter Prifverfahren auf praktische Gegebenheiten
Ubertragen werden kdnnen, ware Uber die Durchfiihrung von Praxis- bzw. Feldversuchen
mdglich, wie sie in der Phase 3 des europdischen Komitees 216 ,Chemische

Desinfektionsmittel und Antiseptika“ vorgesehen sind (Schubert 2016).
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7. Zusammenfassung

Inaktivierung von Viren auf Holzoberflichen in der landwirtschaftlichen Tierhaltung:

Effektivitidt chemischer Desinfektionsmittel sowie Langzeitbeobachtungen

In den durchgefliihrten Laborversuchen wurde die Inaktivierung von viralen Erregern auf
Keimtragern verschiedener Holzarten untersucht. Dabei wurden unterschiedliche Ansatze
verwendet, um einerseits die Hygienisierung durch ein Desinfektionsmittel zu Uberprifen

sowie andererseits die Tenazitat der Erreger Uber einen bestimmten Zeitraum zu analysieren.

In den Desinfektionsprifungen mit chemischen Grundchemikalien wurde gezeigt, dass sich
intaktes, feingesagtes Bauholz mit geringer Rautiefe wirksam desinfizieren lasst. Die
Reinsubstanz Peressigsaure stellte sich Uber alle Versuche gesehen als wirksamstes
Desinfektionsmittel heraus. AbschlieRend kann unabhangig vom Erreger und der Holzart eine
Konzentration von 0,1 % bei einer Temperatur von 10 °C und einer Einwirkzeit von einer
Stunde empfohlen werden. Bei einer Temperatur von —10 °C wird eine Konzentration von
0,75 % empfohlen. Die Grundchemikalie Ameisensaure zeigte ebenfalls eine gute viruzide
Wirksamkeit. Bei einer Einsatztemperatur von 10 °C und einer Einwirkdauer von einer Stunde
kann unabhangig von der Holzart und dem viralen Erreger eine Konzentration von 2 %
empfohlen werden. Bei einer Temperatur von =10 °C erhéhte sich diese Konzentration auf
5 %, was Uber gangigen Praxisstandards liegt. Fur die Grundsubstanz Glutaraldehyd konnte
nur eine begrenzte viruzide Wirkung festgestellt werden. Zur Desinfektion von behdllten Viren
wird eine Konzentration von 1,5 % empfohlen, bei einer Einwirkzeit von einer Stunde und einer

Temperatur von 10 °C.

In den Langzeitbeobachtungen wurden signifikante Unterschiede zwischen den gepruften
Holzern mit geringer Rautiefe sowie Unterschiede zu den Stahlkontrollen festgestellt. Bei den
Versuchen mit dem unbehlillten Virus stellte sich heraus, dass Douglasienholz den Erreger
am schnellsten inaktivierte, wahrend dies bei dem behillten Virus fir Kiefernholz der Fall war.
Diese positiven Effekte der hdlzernen Keimtrager lassen sich vermutlich auf ihre
hygroskopischen Eigenschaften sowie auf die im Holz enthaltenen Stoffe wie Gerbsauren,
Harze und Tannine zurlickfihren. Diese Wirkungen bieten Potenzial fir weitere
Untersuchungen, einschliellich der Prifung mit anderen extraktstoffreichen Holzarten wie

beispielsweise Eichenholz.

Ebenfalls sollte in weiteren Studien die Desinfektionsmitteltestung in Praxis- bzw.
Feldversuchen abschlieBend (iberpriift werden, um eine Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus

den standardisierten Laborversuchen auf reale Stallbedingungen abzusichern.
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8. Summary

Inactivation of viruses on wood surfaces in animal husbandry: Effectiveness of

chemical disinfectants and long-term observations

In laboratory tests, the inactivation of viral pathogens on different types of wood germ carriers
was investigated experimentally. Different approaches were used to check the hygienisation

by a disinfectant and to analyse the tenacity of the pathogens over a certain period of time.

In the disinfection tests with basic chemical agents, it was shown that intact, fine-sawn timber
with low roughness can be disinfected effectively. The pure substance peracetic acid was
found to be the most effective disinfectant across all tests. In conclusion, a concentration of
0.1 % at a temperature of 10 °C and an exposure time of one hour can be recommended,
irrespective of the viral pathogen and the type of wood. At a temperature of -10 °C, a
concentration of 0.75 % is recommended. The base chemical formic acid also showed good
virucidal activity. At an application temperature of 10 °C and an exposure time of one hour, a
concentration of 2 % can be recommended, regardless of the wood species and the viral
pathogen. At a temperature of =10 °C, this concentration increased to 5 %, which is above
common practice standards. For the basic substance glutaraldehyde, only a limited virucidal
effect was found. For disinfection of enveloped viruses, a concentration of 1.5 % is

recommended, with an exposure time of one hour at a temperature of 10 °C.

In the long-term observations, significant differences were found between the tested timber
with low roughness and also differences from the steel control. In the tests with the non-
enveloped virus, Douglas-fir wood was found to inactivate the pathogen most rapidly, while
this was the case for the enveloped virus with pine wood. These positive effects of the wooden
germ carriers can probably be attributed to their hygroscopic properties as well as to the
substances contained in the wood, such as tannic acids or resin. These effects offer potential

for further research, including testing with other extractives-rich wood species such as oak.

Likewise, in further studies, disinfectant testing should be conclusively verified in practical or
field trials to ensure that the results from standardised laboratory tests can be transferred to

real stable conditions.
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Tabelle 6: EV-E auf Fichtenholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,00
0,01 4,67 2,33
0,025 3,83 3,17
0,05 <3,83 > 3,17
0,075 <2,50 > 4,50
0,1 <250 =4,50
2 WSH 7,00
0,01 5,00 2,00
0,025 4,33 2,67
0,05 <3,50 = 3,50
0,075 <250 =4,50
0,1 <2,50 > 4,50
3 WSH 7,33
0,01 5,67 1,67
0,025 517 217
0,05 5,00 2,33
0,075 < 2,67 > 4,67
0,1 <250 =4,83

Tabelle 7: EV-E auf Kiefernholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 717
0,0075 5,33 1,83
0,01 5,67 1,50
0,025 4,17 3,00
0,05 <2,50 = 4,67
0,075 < 2,50 = 4,67
2 WSH 7,33
0,0075 5,33 2,00
0,01 3,67 3,67
0,025 < 3,17 =417
0,05 <2,50 24,83
0,075 <2,50 > 4,83
3 WSH 7,00
0,0075 5,33 1,67
0,01 4,83 217
0,025 3,50 3,50
0,05 <3,00 = 4,00
0,075 < 2,67 24,33
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Tabelle 8: EV-E auf Pappelholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 6,83
0,01 5,50 1,33
0,025 <3,00 = 3,83
0,05 <2,50 > 4,33
0,075 <2,50 >4,33
0,1 <250 =4,33
2 WSH 6,83
0,01 4,33 2,50
0,025 4,00 2,83
0,05 <250 =4,33
0,075 <250 =4,33
0,1 <2,50 > 4,33
3 WSH 7,00
0,01 5,67 1,33
0,025 <3,50 = 3,50
0,05 <2,50 > 4,50
0,075 <2,50 > 4,50
0,1 <250 =4,50

Tabelle 9: EV-E auf Buchenholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,50
0,01 5,33 217
0,025 4,33 3,17
0,05 4,67 2,83
0,075 <2,50 = 5,00
0,1 <2,50 = 5,00
2 WSH 7,67
0,01 5,67 2,00
0,025 4,50 3,17
0,05 <3,17 = 4,50
0,075 < 2,67 = 5,00
0,1 <2,50 = 5,17
3 WSH 7,33
0,01 5,67 1,67
0,025 < 3,67 > 3,67
0,05 < 3,67 = 3,67
0,075 <2,50 > 4,83
0,1 <2,50 24,83

94




Tabelle 10: EV-E auf Douglasienholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,50
0,01 6,00 1,50
0,025 517 2,33
0,05 < 3,17 > 4,33
0,075 <2,83 > 4,67
0,1 <250 = 5,00
2 WSH 6,83
0,01 6,00 0,83
0,025 <3,33 = 3,50
0,05 4,00 2,83
0,075 <3,33 = 3,50
0,1 <2,50 > 4,33
3 WSH 7,67
0,01 6,17 1,50
0,025 5,33 2,33
0,05 <2,83 >4,83
0,075 <3,33 > 4,33
0,1 <283 =4,83

Tabelle 11: NDV auf Fichtenholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,67
0,0025 4,83 2,83
0,005 4,50 3,17
0,0075 4,67 3,00
0,01 <2,50 = 5,17
0,025 < 2,50 25,17
2 WSH 717
0,0025 5,00 217
0,005 3,67 3,50
0,0075 3,67 3,50
0,01 < 2,67 24,50
0,025 < 2,67 = 4,50
3 WSH 6,50
0,0025 4,33 2,17
0,005 < 3,50 = 3,00
0,0075 <2,50 24,00
0,01 <2,50 = 4,00
0,025 < 2,50 24,00
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Tabelle 12: NDV auf Kiefernholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 6,00
0,00025 3,67 2,33
0,0005 3,83 217
0,00075 2,50 3,50
0,001 <1,67 >4,33
0,0025 <1,50 =4,50
2 WSH 5,83
0,00025 3,83 2,00
0,0005 3,17 2,67
0,00075 2,83 3,00
0,001 <233 = 3,50
0,0025 <1,50 > 4,33
3 WSH 5,83
0,00025 3,50 2,33
0,0005 3,67 217
0,00075 3,00 2,83
0,001 <1,50 > 4,33
0,0025 <1,50 =4,33

Tabelle 13: NDV auf Pappelholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,33
0,0025 5,33 2,00
0,005 4,67 2,67
0,0075 4,17 3,17
0,01 <4,00 = 3,33
0,025 < 2,50 = 4,83
2 WSH 6,50
0,0025 4,33 217
0,005 4,00 2,50
0,0075 3,83 2,67
0,01 < 2,67 = 3,83
0,025 <2,50 = 4,00
3 WSH 6,50
0,0025 < 3,67 > 2,83
0,005 < 3,50 = 3,00
0,0075 3,67 2,83
0,01 <2,83 = 3,67
0,025 < 2,50 24,00
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Tabelle 14: NDV auf Buchenholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 717
0,0025 4,83 2,33
0,005 4,83 2,33
0,0075 5,67 1,50
0,01 3,50 3,67
0,025 <250 = 4,67
2 WSH 7,83
0,0025 5,50 2,33
0,005 5,33 2,50
0,0075 4,00 3,83
0,01 4,83 3,00
0,025 <2,50 25,33
3 WSH 717
0,0025 5,50 1,67
0,005 4,00 3,17
0,0075 3,83 3,33
0,01 <2,67 > 4,50
0,025 <250 = 4,67

Tabelle 15: NDV auf Douglasienholz mit Peressigsaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,33
0,0075 4,33 3,00
0,01 <3,50 > 3,83
0,025 < 2,67 = 4,67
0,05 <3,17 =417
0,075 < 2,50 = 4,83
2 WSH 7,33
0,0075 3,50 3,83
0,01 <2,50 24,83
0,025 <2,50 > 4,83
0,05 <2,50 24,83
0,075 <2,50 > 4,83
3 WSH 717
0,005 4,83 2,33
0,0075 <2,50 > 4,67
0,01 <2,50 = 4,67
0,025 <2,50 > 4,67
0,05 <2,50 = 4,67
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Tabelle 16: EV-E auf Fichtenholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,00
0,25 6,83 0,17
0,5 6,00 1,00
0,75 3,83 3,17
1 <3,50 = 3,50
1,5 <250 =4,50
2 WSH 7,50
0,25 7,33 0,17
0,5 6,50 1,00
0,75 4,67 2,83
1 5,50 2,00
1,5 < 3,17 > 4,33
3 WSH 8,17
0,25 717 1,00
0,5 7,33 0,83
0,75 517 3,00
1 3,67 4,50
1,5 <250 = 5,67

Tabelle 17: EV-E auf Kiefernholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,67
0,25 6,50 1,17
0,5 5,50 217
0,75 5,83 1,83
1 <3,33 > 4,33
1,5 <2,50 25,17
2 WSH 7,50
0,25 7,17 0,33
0,5 5,50 2,00
0,75 4,83 2,67
1 < 2,67 24,83
1,5 <2,50 = 5,00
3 WSH 7,67
0,25 7,50 0,17
0,5 5,50 217
0,75 <2,83 24,83
1 <2,83 > 4,83
1,5 <2,50 25,17
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Tabelle 18: EV-E auf Pappelholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 6,83
0,25 6,67 0,17
0,5 5,50 1,33
0,75 4,17 2,67
1 <3,00 > 3,83
1,5 <250 =4,33
2 WSH 7,50
0,25 7,00 0,50
0,5 5,67 1,83
0,75 4,50 3,00
1 <250 = 5,00
1,5 <2,67 >4,83
3 WSH 717
0,25 7,00 0,17
0,5 517 2,00
0,75 4,17 3,00
1 <2,50 > 4,67
1,5 <250 = 4,67

Tabelle 19: EV-E auf Buchenholz mit Ameisenséaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,83
0,25 717 0,67
0,5 6,00 1,83
0,75 5,17 2,67
1 <3,00 > 4,83
1,5 <2,50 = 5,33
2 WSH 8,00
0,25 7,33 0,67
0,5 6,17 1,83
0,75 4,50 3,50
1 <2,83 25,17
1,5 <2,50 = 5,50
3 WSH 7,83
0,25 7,00 0,83
0,5 6,17 1,67
0,75 3,83 4,00
1 <3,17 = 4,67
1,5 <2,83 = 5,00
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Tabelle 20: EV-E auf Douglasienholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,67
0,25 717 0,50
0,5 4,17 3,50
0,75 <2,50 =517
1 <2,50 =517
1,5 <250 =517
2 WSH 7,67
0,25 6,67 1,00
0,5 4,50 3,17
0,75 3,67 4,00
1 <250 =517
1,5 <2,50 =517
3 WSH 7,83
0,25 6,50 1,33
0,5 4,17 3,67
0,75 <2,67 =517
1 <2,67 =517
1,5 <250 = 5,33

Tabelle 21: NDV auf Fichtenholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 6,50
0,25 < 3,00 = 3,50
0,5 <2,50 = 4,00
0,75 <2,50 24,00
1 <2,50 = 4,00
1,5 <2,50 24,00
2 WSH 6,67
0,075 4,83 1,83
0,1 4,00 2,67
0,25 <2,50 =417
0,5 <2,50 2417
0,75 <2,50 =417
3 WSH 6,67
0,075 5,17 1,50
0,1 4,83 1,83
0,25 <3,17 = 3,50
0,5 <2,50 =417
0,75 <2,50 2417
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Tabelle 22: NDV auf Kiefernholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 6,00
0,025 4,00 2,00
0,05 4,33 1,67
0,075 3,67 2,33
0,1 <217 > 3,83
0,25 <1,50 =4,50
2 WSH 6,00
0,025 4,83 1,17
0,05 4,67 1,33
0,075 4,17 1,83
0,1 2,67 3,33
0,25 <1,50 > 4,50
3 WSH 6,17
0,025 4,67 1,50
0,05 3,83 2,33
0,075 < 2,67 = 3,50
0,1 3,67 2,50
0,25 <1,50 = 4,67

Tabelle 23: NDV auf Pappelholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 6,83
0,75 < 3,00 = 3,83
1 <2,83 = 4,00
1,5 <2,50 24,33
2 <2,50 > 4,33
2,5 <2,50 24,33
2 WSH 6,67
0,25 4,67 2,00
0,5 3,83 2,83
0,75 <3,17 = 3,50
1 <2,50 2417
1,5 <2,50 =417
3 WSH 717
0,25 4,17 3,00
0,5 4,00 3,17
0,75 3,67 3,50
1 <3,17 = 4,00
1,5 <2,50 = 4,67
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Tabelle 24: NDV auf Buchenholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,50
0,25 5,00 2,50
0,5 4,67 2,83
0,75 3,83 3,67
1 4,17 3,33
1,5 3,50 4,00
2 WSH 7,50
0,5 4,83 2,67
0,75 4,83 2,67
1 3,67 3,83
1,5 <3,33 =417
2 <2,50 = 5,00
3 WSH 7,33
0,5 4,83 2,50
0,75 4,17 3,17
1 3,67 3,67
1,5 4,00 3,33
2 <250 =4,83

Tabelle 25: NDV auf Douglasienholz mit Ameisensaure bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,00
0,05 5,50 1,50
0,075 5,33 1,67
0,1 4,83 217
0,25 <3,00 = 4,00
0,5 < 2,67 24,33
2 WSH 7,50
0,075 6,67 0,83
0,1 4,83 2,67
0,25 417 3,33
0,5 4,83 2,67
0,75 <2,50 = 5,00
3 WSH 7,33
0,075 6,67 0,67
0,1 6,33 1,00
0,25 4,83 2,50
0,5 < 2,67 = 4,67
0,75 <2,50 24,83
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Tabelle 26: EV-E auf Fichtenholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,50
1 5,67 1,83
2,5 6,00 1,50
5 <5,00 > 2,50
7,5 <5,00 > 2,50
10 <517 =233
2 WSH 7,50
1 6,17 1,33
2,5 <5,33 =217
5 <4,83 =267
7,5 <4,67 =2,83
10 < 4,67 =283
3 WSH 8,00
1 6,00 2,00
2,5 <5,00 = 3,00
5 <4,67 = 3,33
7,5 <4,83 > 3,17
10 <450 = 3,50

Tabelle 27: EV-E auf Kiefernholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,33
1 6,67 0,67
2,5 <5,50 >1,83
5 < 4,67 = 2,67
7,5 <4,83 = 2,50
10 <4,50 22,83
2 WSH 7,67
1 6,17 1,50
2,5 < 5,67 22,00
5 <5,00 = 2,67
7,5 <517 22,50
10 <4,50 = 3,17
3 WSH 7,33
1 6,50 0,83
2,5 5,50 1,83
5 <517 2,17
7,5 <5,00 > 2,33
10 <5,33 = 2,00
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Tabelle 28: EV-E auf Pappelholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,00
1 6,50 0,50
2,5 5,67 1,33
5 5,50 1,50
7,5 <4,50 > 2,50
10 <5,33 =1,67
2 WSH 7,50
1 6,50 1,00
2,5 6,00 1,50
5 <450 = 3,00
7,5 <517 =2,33
10 <5,00 > 2,50
3 WSH 7,33
1 6,50 0,83
2,5 6,00 1,33
5 <4,50 >2,83
7,5 5,50 1,83
10 <5,50 =>1,83

Tabelle 29: EV-E auf Buchenholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 8,17
1 6,50 1,67
2,5 5,83 2,33
5 5,67 2,50
7,5 5,67 2,50
10 <5,33 22,83
2 WSH 8,00
1 6,00 2,00
2,5 5,50 2,50
5 <5,33 = 2,67
7,5 <4,83 = 3,17
10 <517 > 2,83
3 WSH 7,67
1 6,50 1,17
2,5 6,17 1,50
5 <5,00 = 2,67
7,5 <5,17 = 2,50
10 <4,83 22,83
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Tabelle 30: EV-E auf Douglasienholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 6,50
1 <5,33 >1,17
2,5 <517 =1,33
5 <4,83 >1,67
7,5 <4,67 >1,83
10 <4,50 =2,00
2 WSH 717
1 <5,33 =1,83
2,5 <517 =>2,00
5 <5,00 =217
7,5 <450 = 2,67
10 < 4,67 > 2,50
3 WSH 7,33
1 6,17 1,17
2,5 5,67 1,67
5 <4,50 >2,83
7,5 <5,33 =>2,00
10 < 4,67 =267

Tabelle 31: NDV auf Fichtenholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 6,50
0,25 < 3,00 = 3,50
0,5 <2,83 = 3,67
0,75 <2,50 24,00
1 <2,50 = 4,00
1,5 <2,50 24,00
2 WSH 6,50
0,1 3,67 2,83
0,25 <3,17 = 3,33
0,5 <2,50 = 4,00
0,75 <2,50 24,00
1 <2,50 = 4,00
3 WSH 6,50
0,1 3,50 3,00
0,25 <3,17 = 3,33
0,5 < 2,67 = 3,83
0,75 <2,50 = 4,00
1 <2,50 24,00
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Tabelle 32: NDV auf Kiefernholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 6,83
0,075 3,33 3,50
0,1 <1,50 = 5,33
0,25 <1,50 25,33
0,5 <1,50 25,33
0,75 <1,50 = 5,33
2 WSH 5,67
0,025 3,33 2,33
0,05 2,67 3,00
0,075 <1,67 =4,00
0,1 <1,50 =417
0,25 <1,50 =417
3 WSH 6,17
0,025 3,50 2,67
0,05 2,50 3,67
0,075 <217 24,00
0,1 <1,50 > 4,67
0,25 <1,50 = 4,67

Tabelle 33: NDV auf Pappelholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 6,83
0,25 3,67 3,17
0,5 <3,17 = 3,67
0,75 4,17 2,67
1 <3,33 = 3,50
1,5 < 2,67 2417
2 WSH 6,83
1 <3,00 > 3,83
1,5 <2,50 24,33
2 <2,50 > 4,33
2,5 <2,50 24,33
3 <2,50 > 4,33
3 WSH 6,67
1 <2,83 = 3,83
1,5 <2,50 =417
2 <2,50 2417
2,5 <2,50 =417
3 <2,50 2417
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Tabelle 34: NDV auf Buchenholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,50
0,75 3,67 3,83
1 3,83 3,67
1,5 <2,50 = 5,00
2 <2,50 = 5,00
2,5 <250 = 5,00
2 WSH 7,50
0,5 3,83 3,67
0,75 3,67 3,83
1 4,00 3,50
1,5 <2,67 =4,83
2 <2,50 = 5,00
3 WSH 7,33
0,5 4,50 2,83
0,75 <3,50 = 3,83
1 <2,67 > 4,67
1,5 <2,50 >4,83
2 <250 =4,83

Tabelle 35: NDV auf Douglasienholz mit Glutaraldehyd bei 10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,83
0,25 4,00 3,83
0,5 <3,17 = 4,67
0,75 <2,50 = 5,33
1 <3,33 = 4,50
1,5 <2,50 = 5,33
2 WSH 7,67
0,075 5,00 2,67
0,1 4,67 3,00
0,25 5,33 2,33
0,5 < 2,67 = 5,00
0,75 <2,50 = 5,17
3 WSH 7,50
0,075 4,83 2,67
0,1 4,83 2,67
0,25 4,17 3,33
0,5 <3,83 = 3,67
0,75 < 2,67 24,83

107




Tabelle 36: EV-E auf Fichtenholz mit Peressigsaure bei =10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 8,33
0,1 5,33 3,00
0,25 <3,50 =4,83
0,5 <2,83 = 5,50
0,75 <2,50 >5,83
1 <250 = 5,83
2 WSH 8,00
0,05 5,83 2,17
0,075 4,83 3,17
0,1 5,00 3,00
0,25 <317 =4,83
0,5 <2,67 25,33
3 WSH 8,17
0,05 5,67 2,50
0,075 5,33 2,83
0,1 517 3,00
0,25 <2,83 25,33
0,5 <250 = 5,67

Tabelle 37: EV-E auf Kiefernholz mit Peressigsaure bei —10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,67
0,05 5,50 217
0,075 517 2,50
0,1 5,17 2,50
0,25 4,50 3,17
0,5 < 2,67 = 5,00
2 WSH 8,17
0,05 5,83 2,33
0,075 517 3,00
0,1 6,00 217
0,25 4,83 3,33
0,5 <4,00 =417
3 WSH 7,67
0,075 5,67 2,00
0,1 5,67 2,00
0,25 4,33 3,33
0,5 3,50 4,17
0,75 < 3,50 2417
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Tabelle 38: EV-E auf Pappelholz mit Peressigsaure bei —10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,83
0,05 517 2,67
0,075 5,33 2,50
0,1 4,17 3,67
0,25 <2,83 = 5,00
0,5 <317 = 4,67
2 WSH 8,17
0,05 5,17 3,00
0,075 4,50 3,67
0,1 5,67 2,50
0,25 <3,33 =4,83
0,5 <2,50 25,67
3 WSH 7,50
0,05 517 2,33
0,075 4,50 3,00
0,1 4,00 3,50
0,25 <2,67 >4,83
0,5 <250 = 5,00

Tabelle 39: EV-E auf Buchenholz mit Peressigsaure bei =10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,83
0,075 5,33 2,50
0,1 5,33 2,50
0,25 4,00 3,83
0,5 <3,17 = 4,67
0,75 <2,50 = 5,33
2 WSH 7,83
0,075 5,67 2,17
0,1 5,33 2,50
0,25 417 3,67
0,5 4,67 3,17
0,75 <2,50 = 5,33
3 WSH 7,83
0,075 5,17 2,67
0,1 517 2,67
0,25 4,00 3,83
0,5 < 2,67 = 5,17
0,75 <2,50 = 5,33
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Tabelle 40: EV-E auf Douglasienholz mit Peressigsaure bei —10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,67
0,075 5,83 1,83
0,1 4,67 3,00
0,25 4,50 3,17
0,5 <2,50 =517
0,75 <250 =517
2 WSH 7,83
0,075 6,50 1,33
0,1 5,50 2,33
0,25 5,50 2,33
0,5 <3,33 =4,50
0,75 <3,50 > 4,33
3 WSH 717
0,075 5,67 1,50
0,1 5,50 1,67
0,25 4,00 3,17
0,5 <2,50 > 4,67
0,75 <2,67 =4,50

Tabelle 41: EV-E auf Fichtenholz mit Ameisensaure bei =10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,00
1 5,83 1,17
1,5 4,67 2,33
2 <3,33 = 3,67
2,5 3,83 3,17
3 <2,50 24,50
2 WSH 7,67
1,5 517 2,50
2 4,17 3,50
2,5 417 3,50
3 < 2,67 = 5,00
3,5 <2,50 = 5,17
3 WSH 7,50
1,5 3,83 3,67
2 4,00 3,50
2,5 < 2,67 24,83
3 <2,50 = 5,00
3,5 <2,50 = 5,00
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Tabelle 42: EV-E auf Kiefernholz mit Ameisensaure bei =10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 7,50
2 5,00 2,50
3 3,83 3,67
4 3,83 3,67
5 <2,50 = 5,00
6 <250 = 5,00
2 WSH 7,67
2 5,67 2,00
3 4,83 2,83
4 4,17 3,50
5 <250 =517
6 < 3,67 24,00
3 WSH 7,50
2 5,00 2,50
3 4,00 3,50
4 4,17 3,33
5 < 3,17 > 4,33
6 <250 = 5,00

Tabelle 43: EV-E auf Pappelholz mit Ameisensaure bei =10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 7,33
1 5,67 1,67
1,5 5,00 2,33
2 4,50 2,83
2,5 < 2,67 = 4,67
3 <3,17 2417
2 WSH 717
1,5 5,83 1,33
2 4,67 2,50
2,5 <3,33 > 3,83
3 <2,50 = 4,67
3,5 <2,50 = 4,67
3 WSH 7,33
2 5,00 2,33
2,5 417 3,17
3 < 2,67 = 4,67
3,5 <2,50 > 4,83
4 <2,50 24,83
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Tabelle 44: EV-E auf Buchenholz mit Ameisenséaure bei =10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og10K|D50/m| |Og10K|D50/m|
1 WSH 8,00
2 4,83 3,17
2,5 3,83 4,17
3 < 3,17 >4,83
3,5 <2,50 = 5,50
4 <283 =517
2 WSH 7,50
1,5 5,00 2,50
2 4,83 2,67
2,5 4,17 3,33
3 <3,33 =417
3,5 <2,83 > 4,67
3 WSH 7,67
1,5 5,33 2,33
2 4,67 3,00
2,5 <3,33 > 4,33
3 <2,50 =517
3,5 <3,33 =4,33

Tabelle 45: EV-E auf Douglasienholz mit Ameisensaure bei =10 °C und 60 min Einwirkzeit

Wiederholung Konzentration in % | Titer in Reduktion in
|Og1oK|D50/m| |Og1oK|D50/m|
1 WSH 717
2 4,33 2,83
2,5 3,50 3,67
3 <3,33 = 3,83
3,5 <2,50 = 4,67
4 <2,50 = 4,67
2 WSH 6,83
2 4,83 2,00
2,5 4,00 2,83
3 <2,50 > 4,33
3,5 <2,50 24,33
4 <2,50 > 4,33
3 WSH 717
2 5,50 1,67
2,5 4,83 2,33
3 <3,33 = 3,83
3,5 <3,83 = 3,33
4 <3,17 24,00

112




Tabelle 46: Resttiter in log10KIDso/ml von EV-E auf den Keimtragern im zeitlichen Verlauf mit

jeweils drei Wiederholungen

Initialtiter’ 7,67 7,67 7,88 Initialtiter? 8,17 7,67 8,50
Tag0 | Tag3 | Tag7 |Tag 14 | Tag28 | Tag42 | Tag 56 | Tag 84 | Tag 112

8,00 7,33 7,00 7,00 6,67 5,83 6,33 5,67 4,17

Fichte 7,67 7,33 7,00 7,00 6,67 6,00 6,00 4,67 4,00

7,50 7,00 7,33 7,00 6,33 6,33 6,00 4,50 2,83

6,50 7,17 6,83 6,83 6,50 6,33 5,83 3,50 4,50

Kiefer 7,33 7,67 7,17 7,50 6,67 6,33 5,50 5,83 2,67

7,33 7,33 7,50 7,00 7,17 7,00 6,00 4,83 4,17

7,67 7,50 7,67 7,50 7,50 6,50 7,00 6,17 5,83

Pappel 7,83 7,50 7,17 7,17 6,67 7,17 6,50 7,00 5,83

7,67 7,33 7,67 7,33 717 717 7,33 6,17 5,00

7,83 7,50 7,17 7,00 6,67 6,17 5,83 5,17 4,33

Buche 7,33 7,33 7,00 7,67 6,17 6,17 6,00 5,00 3,33

7,50 6,83 7,33 6,83 6,33 6,00 6,00 5,00 4,00

6,17 4,50 483 | <333 | 383 |[<150|<150|<150| 1,50

Douglasie| 7,17 4,17 4,67 417 | <150 |<150|=<150|<150 | <1,50
6,67 4,83 450 | <283 |<167|<150|<150|<150| 1,50

5,83 7,50 7,67 5,33 7,67 7,50 7,33 7,17 7,50

Stahl 4,67 4,67 4,83 5,17 7,50 7,33 7,00 7,00 6,83

4,83 6,83 6,67 4,83 4,67 7,50 7,17 7,00 7,50

5,67 4,67 433 (<333 | 250 | <167 |<167|<150]|<1,50

Stahl* 5,00 4,83 4,67 3,83 350 | =£233|<150|=<150|<1,50
517 4,67 4,17 3,67 3,00 {£233 <150 | <1,50| 1,50

'Initialtiter in Suspension am Tag der Infektion, Virus verwendet fir alle Holzer und Stahl

2Initialtiter in Suspension am Tag der Infektion, Virus verwendet fur Stahl*

113




Tabelle 47: Resttiter in log10KIDso/ml von NDV auf den Keimtragern im zeitlichen Verlauf mit

jeweils drei Wiederholungen

Initialtiter in Suspension am Tag der Infektion aller Keimtrager 8,50 9,00 9,00
Tag0 | Tag3 | Tag5 | Tag10 | Tag 15| Tag 20 | Tag 25 | Tag 30 | Tag 35
6,83 4,17 2,50 2,67 | <150 | <150 |=<150 | <150 | <1,50
Fichte 583 | <367 | <200 |<150|<150|<1,50|<1,50| <150 | <150
5,83 450 | <150 |=<150|<150|<150|<150| <150 | <150
433 | <333 |<150|<150|<150|<150|<150|<150 <150
Kiefer 500 | <250 | <150 | <150 <150 |<150|<150|<150 | <150
467 | <250 |<150|<150|<150|<150|<150|<150 <150
8,00 6,33 467 | <167 | 3,83 3,00 [ =183 | <150 | <1,50
Pappel 6,83 5,00 3,83 [ =167 | <150 | <150 |<150 | <150 | <1,50
7,17 5,33 4,83 3,83 3,17 | =233 | <150 | <150 | £1,50
5,67 4,00 | <317 | 4,33 3,00 [ =150 | <150 | <150 | <1,50
Buche 5,67 | <367 | <317 | <233 <150 |<150|<150|<150| <150
5,67 4,00 400 | <233 |=<183|<233|<150]| <150 ]| <150
6,83 467 | <350 |<200|<150|<150|<150]|<150|<1,50
Douglasie| 6,67 4,33 | <3,00|=<200|=<150|=<150|<150|<150|<1,50
6,67 450 | <250 |=<150|<150|<150|<150| <150 | <150
8,00 6,17 6,17 5,33 400 | <233 | 3,00 | £2,00 | <1,67
Stahl 7,83 7,00 6,33 5,67 4,50 2,83 2,83 3,00 | =200
8,00 6,33 6,83 5,17 3,83 3,83 [ =250 | 2,83 | 1,67
7,50 7,50 7,33 7,33 7,50 7,33 7,67 7,17 7,00
Stahl* 8,00 7,50 7,33 7,50 7,33 7,33 7,33 7,17 7,00
7,50 7,67 7,67 7,50 7,50 7,50 7,67 7,67 7,17

Stahl* im Exsikkator vollstandig getrocknet und danach versiegelt gelagert
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