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|| Einleitung
Bei der Aufbereitung von chirurgischen 
Instrumenten in Reinigungs-Desinfek-
tionsgeräten (RDG) werden derzeit in 
Europa für die Reinigung vornehmlich 
mildalkalische, enzymatische und Tensi-
de enthaltende Reiniger eingesetzt. Die-
ses kommt dem Betreiberwunsch entge-
gen, möglichst nur eine Prozesschemie für 
möglichst alle aufzubereitenden Medizin-
produkte und dafür festgelegten Prozes-
se zu verwenden. Diese mildalkalischen 
Reiniger mit dem pH-Wert von etwa 10 in 
der Anwendungskonzentration sind mate-
rialverträglich bei Edelstahl, Kunststoffen, 
Elastomeren und selbst bei Aluminium. In 
der Regel werden diese Reiniger bei den 
von den Herstellern in den Standardpro-
zessen festgelegten Reinigungsbedingun-
gen eingesetzt. Die von den Herstellern 
der Prozesschemie gegebenen Anwen-
dungsempfehlungen sind so weit gefasst, 
dass sie in praktisch jedem vorgegebe-
nen Prozess auch verschiedener RDG von 
unterschiedlichen Herstellern eingesetzt 
werden können. So wird beispielsweise 
für ein Produkt die Konzentration von 2 
bis 10 ml/l mit dem Hinweis auf die Ab-
hängigkeit vom Verschmutzungsgrad so-
wie die Temperatur von 40 bis 60 °C bei 
10 Minuten Einwirkzeit empfohlen. Dieses 
breite Spektrum möglicher Bedingungen 
lässt Zweifel aufkommen, ob die Empfeh-
lungen so wirklich zielführend für eine 
effiziente Reinigung sind. Wenn die En-
zyme einen bedeutsamen Beitrag zur Rei-
nigung leisten, dann sollten aufgrund der 
Temperatur- und pH-Abhängigkeit kon-
kretere und enger gefasste Bedingungen 
erwartet werden.
Bis heute gibt es keine normativen Anfor-
derungen an Reinigungsmittel für die Auf-
bereitung von Medizinprodukten und auch 

keine Test- und Bewertungsmethoden zur 
Leistungsfähigkeit. Die für die RDG re-
levante Normenreihe ISO EN 15883 for-
dert in Bezug auf die Einsatzbedingungen 
lediglich, dass die Dosierung des Reini-
gungsmittels nachvollziehbar mit einer 
Toleranz von +/- 5 Volumenprozent erfolgt 
und die Temperatur innerhalb des Reini-
gungstemperaturbandes der festgelegten 
unteren Grenze und der oberen Grenze 
von plus 10 °C liegen muss, sich innerhalb 
der Beladung dabei aber um nicht mehr 
als 5 °C unterscheiden dürfen. Diese An-
forderungen sind in Bezug auf die Dosie-
rung möglicherweise zu eng gefasst und 
in Bezug auf die Reinigungstemperatur 
eher zu großzügig.
Um einen Eindruck über die Leistung 
zweier marktüblicher mildalkalischer, en-
zymatischer Reinigungsmittel bei unter-
schiedlichen Konzentrationen und Tem-
peraturen zu bekommen, wurde mittels 
eines Testaufbaus, in Anlehnung an die 
Prüfapparatur der DIN-Ad-hoc-Gruppe (1) 
Untersuchungen durchgeführt.

|| Material und Methoden
Als Behandlungsbad dient ein 150 ml Be-
cherglas, welches mit 150 ml der zu prü-
fenden Reinigungslösung gefüllt wird. 
Dieses wird auf einem Magnetrührer mit 
Heizung und Temperaturregelung (C-MAG 
HS7, Carl Roth, Karlsruhe) temperiert. 
Wenn die eingestellte Temperatur sich 
eingependelt hat, wird diese mit einer To-
leranz von +/- 1°C gehalten. Das Bad wird 
mittels einem mit Teflon ummantelten Ma-
gnetrührstab der Länge 35 mm und einem 
Durchmesser von 6 mm (Best.Nr. 1292, 
Carl Roth, Karlsruhe) mit 300 Umdrehun-
gen pro Minute bewegt. Diese Bewegung 
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entspricht einem Überfließen von Spül-
flotte über ein zu reinigendes Medizin-
produkt, welches weder von direkten noch 
indirekten Spülstrahlen in einem Reini-
gungs-Desinfektionsgerät (RDG) behan-
delt wird. Das ist eine Situation, die real 
durchaus gegeben sein kann. Abbildung 
1 zeigt den Testaufbau.
Als Prüfkörper werden Edelstahlplatten 
1.4301 von 75 mm Länge und 25 mm Brei-
te verwendet mit einem Längsschliff mit 
der Körnung 80. Diese Prüfkörper werden 
jeweils mit 50 µl heparinisiertem Schafs-

Abb. 1: Testaufbau zur Prüfung der Reini-
gungswirkung
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entspricht somit einer Wiederfindung von 
101%.
Ein Vorversuch mit dem Testaufbau wur-
de mit vollentsalztem Wasser ohne Rei-
nigungsmittelzusatz durchgeführt und 
Prüfkörper bei 55 °C mit 5 Minuten Wirk-
zeit sowie 10 Minuten Wirkzeit behan-
delt. Der Restproteingehalt nach 5 Minu-
ten lag bei 396,5 µg pro Prüfkörper und 
nach 10 Minuten Wirkzeit bei 390,0 µg 
pro Prüfkörper. Nach 5 Minuten sind nur 
noch weniger als 5% der ursprünglichen 
Anschmutzung vorhanden, die sich dann 
bei längerer Wirkzeit kaum noch ändert.
Prüfkörper wurden mit dem Testaufbau 
mit einer Konzentration von 0,5% der Rei-
nigern A, B und C bei 50, 55 und 60 °C mit 
jeweils 10 Minuten Wirkzeit behandelt, 
um zu prüfen, ob sich in diesem Tempe-
raturintervall deutliche Änderungen der 
Reinigungswirkung ergeben. Denn die 
Norm ISO EN 15883 lässt diese Spann-
breite in der Reinigungsstufe zu. Bei der 
in der Regel von den Herstellern der RDG 
vorgegebenen und auch von den Prozes-
schemikalienherstellern empfohlenen 
Temperatur von 55 °C wurde die Reini-
gungsmittelkonzentration variiert und zu-
sätzlich zu der Konzentration von 0,5% 
auch die Konzentrationen 0,4%, 0,6% und 
1,0% geprüft. Die Ergebnisse sind in Ta-
belle 1 dargestellt.
Auch optisch waren die Restproteinmen-
gen recht gut zu differenzieren. Um dieses 
darzustellen wurden Prüfkörper nach 10 
Minuten Behandlung mit dem Testaufbau 
bei 55 °C und 0,5%iger Konzentration der 
Reiniger A, B und C mit essigsaurer Lö-
sung Ponceau S benetzt und nach 3 Minu-
ten Einwirkung mit vollentsalztem Wasser 
abgespült. Das Ergebnis ist in Abbildung 
2 zu sehen.

Methode zu verfälschten Ergebnisse füh-
ren und das Abspülen mit vollentsalztem 
Wasser nicht standardisiert ist, wird die 
modifizierte BCA-Methode Roti®-Quant 
universal (Artikel 0120.1, Carl Roth, Karls-
ruhe) mit photometrischer Messung bei 
503 nm angewendet, welche eine hinrei-
chend hohe Sensitivität und gute Linea-
rität aufweist. Die Bestimmungsgrenze 
liegt bei etwa 4,0 µg Protein (BSA) je ml 
1% SDS-Lösung.
Bei den Untersuchungen kamen drei Rei-
nigungsmittel zum Einsatz (Charakterisie-
rung gemäß Herstellerangaben):
A: mildalkalischer-enzymatischer Reini-
ger mit Tensiden (pH etwas über 10)
B: mildalkalischer Reiniger entsprechend 
A, jedoch ohne Enzyme (pH-Wert etwas 
über 10)
C:  Reiniger mit Alkalispendern, Enzymen 
und Tensiden (pH-Wert etwas über 10)

|| Ergebnisse
Zur Ermittlung der Wiederfindungsrate 
bei beschriebener Anschmutzung und 
Probengewinnung wurde zuerst die Pro-
teinmenge in 50 µl Blut bestimmt. Dazu 
wurde 50 µl heparinisiertes und reakti-
viertes Schafsblut direkt in 10 ml 1% SDS-
Lösung pH 11 gegeben und ein Aliquot der 
Bestimmung zugeführt. Drei unabhängi-
ge Ansätze ergaben einen Mittelwert von 
8006 µg Protein mit einer Standardabwei-
chung von 234 µg. Anschließend wurden 
Prüfkörper mit 50 µl heparinisiertem und 
reaktiviertem Schafsblut angeschmutzt, 
nach der Konditionierung wie unter Ma-
terial und Methoden beschrieben mit Ult-
raschallunterstützung eluiert und ein Ali-
quot der Proteinbestimmung zugeführt. 
Drei unabhängige Ansätze ergaben einen 
Mittelwert von 8083 µg Protein mit einer 
Standardabweichung von 193 µg. Dieses 

blut (Artikel Nr. 2132005, ACILA GmbH, 
Mörfelden), welches unmittelbar zuvor 
mittels Protaminsulfat reaktiviert wird, 
angeschmutzt. Die Anschmutzung erfolgt 
mit einer Schablone entsprechend der pu-
blizierten Methode von Brill et al. (2). Da-
nach werden die Prüfkörper im Exsikkator 
bei 30 °C über gesättigter Kaliumcarbo-
nat-Lösung für 24 Stunden konditioniert. 
Die Exposition der einzelnen Prüfkörper 
erfolgt mittig im Becherglas bei der jewei-
ligen Prüftemperatur und in der jewei-
ligen Prüfkonzentration mit einer Wirk-
zeit von 10 Minuten. Das entspricht der 
in RDG üblichen Exposition während der 
Wirkzeit der Reinigungsstufe. Anschlie-
ßend werden die Prüfkörper von der Hal-
tevorrichtung genommen, beidseitig mit 
jeweils etwa 5 ml vollentsalztem Wasser 
mittels Laborspritzflasche vorsichtig auf 
jeder Seite abgespült und zum Trocknen 
an der Raumluft auf eine saugfähige Un-
terlage gelegt. Zur Probengewinnung 
werden die getrockneten Prüfkörper je-
weils in ein 500 ml Becherglas überführt 
und zwar mit der Fläche mit der Restan-
schmutzung nach unten zum Boden der 
Gläser weisend. Es werden 5 ml 1% Na-
triumdodecylsulfat-Lösung (SDS) hinzu 
pipettiert und die Bechergläser jeweils 4 
bis 5 cm tief in ein Ultraschallbad (SONO-
REX RK 102H, Bandelin , Berlin) gehalten 
und leicht hin und her geschwenkt, so dass 
die Prüfkörper leicht aufschwimmen. Die 
Solubilisierung des Restschmutzes erfolgt 
so bei einer eingestellten Badtemperatur 
von 45 °C über 2 Minuten. Die Benetzung 
so eluierter Prüfkörper mit essigsaurer 
Ponceau S-Lösung ergab keine Anfärbung 
von Restprotein. Ein Aliquot der erhalte-
nen Lösung wird der Proteinquantifizie-
rung zugeführt. 
Da die Reinigungsmittel primäre Amine 
als Inhaltsstoff enthalten, die bei der OPA-

Tab. 1:  Restprotein in µg pro Testobjekt nach 10 Minuten Haltezeit bei verschiedenen Temperaturen und  
Konzentrationen. (< LD = kleiner als die Nachweisgrenze).
Temperatur /  
Konzentration

50°C / 0.5% 55°C / 0.5% 60°C / 0.5% 55°C / 0.4% 55°C / 0.6% 55°C / 1.0%

Reiniger A 22.5 < LD < LD 33.0 < LD < LD

Reiniger B 278.5 289.0 580.0 217.0 181.0 130.0

Reiniger C 61.0 90.0 303.5 160.0 102.5 21.0
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Reiniger A erbringt zufrieden stellende 
Ergebnisse bei 55 °C und 60 °C in einer 
Konzentration von 0,5%. Bei Reiniger B 
ergeben sich bei dieser Konzentration die 
besten Ergebnisse bei 50 °C und 55 °C und 
bei Reiniger C ist das bei 50 °C der Fall. Of-
fensichtlich liegt das Temperaturoptimum 
der Enzymaktivität bei Reiniger C mögli-
cherweise eher etwas unter 50 °C. Da die 
Enzymausstattung bei diesen mildalkali-
schen Reinigern offensichtlich eine ent-
scheidende Rolle spielt, wäre zu fordern, 
dass die Prozesschemikalienhersteller den 
Temperaturbereich der optimalen Aktivität 
auch angeben. Nur dann können auch die 
Prozesse in der praktischen Anwendung 
wirklich effizient eingestellt werden.
Bei dem Reiniger C werden bei der Prü-
fung mit 60 °C schon die thermischen 
Denaturierungs- und Fixierungseffekte 
deutlich, welche von diesem nicht mehr 
kompensiert werden. Innerhalb des Tem-
peraturbereichs von 50 bis 60 °C sind 
sehr große Leistungsänderungen fest-
zustellen. Das ist ein Temperaturbereich, 
welcher nach der ISO EN 15883-2 in der 
Reinigungsstufe erlaubt ist (Reinigungs-
temperaturband von 10 °C). Dagegen ist 
in der thermischen Desinfektionsstufe nur 
ein Temperaturband von 5 °C vorgegeben. 
Die RDG können in der Reinigungsstufe 
die Temperatur in gleicher Weise einhal-
ten wie in der Desinfektionsstufe und man 
muss sich fragen, warum die Norm hier 
derart unterscheidet. Wegen der enormen 
Leistungsänderung innerhalb der 10 °C 
Spanne ist dringend zu fordern, dass die 
Reinigungstemperatur innerhalb von 
+/ 2,5 °C einzuhalten ist. Die Leistung der 
Reiniger kann sich in einem Temperatur-
band von 10 °C stärker ändern als durch 
eine Konzentrationsänderung um 20%. 
Dieser Erkenntnis ist in Fachkreisen Rech-
nung zu tragen.	 ■
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|| Diskussion
Der Testaufbau erweist sich als geeignet, 
die Reinigungswirkung unter verschiede-
nen Bedingungen im RDG zu prüfen. Ins-
besondere die Art der Probengewinnung 
mit Ultraschallunterstützung, welche eine 
annähernd 100%ige Wiederfindung des 
Restprotein ermöglicht, ist für eine objek-
tive Beurteilung der Reinigungswirkung in 
der Effizienz unabdingbar. Selbst mit Was-
ser ohne Reinigungsmittelzusatz sind in 
sehr kurzer Zeit 95% der Anschmutzung 
entfernt und es kommt dann auf eine dif-
ferenzierte Beurteilung der letzten weni-
gen Prozente des Restprotein an, welches 
in direkter Wechselwirkung mit dem Prüf-
körpermaterial ist.
Bei der Anschmutzung mit der Schablone 
werden 50 µl Blut auf 3 cm² aufgetragen. 
In den Leitlinien von DGKH, DGSV und 
AKI für die Validierung von maschinel-
len sowie manuellen Prozessen ist für die 
Reinigung das Akzeptanzkriterium von 
3 µg/cm² festgelegt (3,4). Das ist noch un-
terhalb der Bestimmungsgrenze der hier 
verwendeten BCA-Methode zur Protein-
quantifizierung, die bei den 5 ml zur Elu-
tion verwendeten SDS-Lösung bei dieser 
Prüffläche bei etwa 6,7 µg/cm² liegt. Das 
ist jedoch hier nicht Gegenstand der Be-
trachtung, da es nur um eine vergleichen-
de Bewertung geht.
Mit dem Reiniger A werden die niedrigsten 
Restproteinwerte erzielt, die bei Tempera-
turen von 55 und 60 °C sowie einer Kon-
zentration ≥ 0,5% zu Ergebnissen an Rest-
protein kleiner der Bestimmungsgrenze 
liegen. Der Reiniger B hat die gleiche Zu-
sammensetzung wie der Reiniger A, ihm 
sind nur die Enzyme nicht zugegeben. Der 
Vergleich des Ergebnisses der beiden Rei-
niger macht deutlich, wie groß und effizi-
ent der Beitrag der Enzymwirkung sein 
kann. Die Ergebnisse des Reiniger C wie-
derum zeigen, dass die Enzymwirkung ge-
genüber Reiniger A deutlich geringer und 
eigentlich unzureichend ist. Erst deutliche 
Erhöhung der Konzentration des Reinigers 
und damit auch der Enzymkonzentration 
auf 1% führt bei 55 °C zu fast akzeptablen 
Ergebnissen. 

Abb. 2: Prüfkörper nach der Reinigung mit 
Ponceau S angefärbt.


