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Inaktivierung von Sporen und 
Sporenbildnern 

1. Einführung: Die Endosporen-Problematik

2. Sporeninaktivierungen „durch“ (Methode)

3. Sporeninaktivierungen „für“ (Anwendung)

4. Herausforderungen bei unbeabsichtigter Freisetzung

5. Diskussion
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Zum Thema Inaktivierung von Milzbrand-
Sporen in der WHO Milzbrand-„Bibel“

Turnbull PC (2008) World Health Organization. Anthrax in humans and 
animals. In (Editor) PT (ed.). WHO Press, Geneva (CH)

Hypochlorit (10 000 ppm verfügbares Chlor) oder

10% Formalin (30 min)

Autoklavieren

Verbrennung
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Sporeninaktivierungen „durch“ (Methode)
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Das Sporen-Problem: 
Unzureichende Inaktivierung durch Hitze 

Hitzedesinfektion: Pasteurisation / UHT-Verfahren

Dauererhitzung ~30 Min. 62°C
Kurzzeiterhitzung ~20 Sek. 70 - 74°C
Hocherhitzung 3 - 5 Sek. 85 - 87°C
UHT 1 - 3 Sek. 130 - 150°C

� nur Abtötung von vegetativen Keimen

� thermoresistente Sporen (Bacillus ssp. und Clostridium ssp.) 
überleben

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf
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Inaktivierung durch Hitze - Autoklavieren

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf
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Sterilisation durch mikrobizide Gase

Geeignet für Oberflächen, poröse Materialien (Raumluftfilter) und Textilien

Formaldehyd 
auch geeignet für Inaktivierung von Bakteriensporen
toxisch, ziemlich sicher krebserregend
stechender Geruch
durchdringt PVC und Gummi
Denaturierung von Proteinen (chem. Reaktion mit Aminosäuren)

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf; 
Reichenbacher,  Thanheiser, Weber und Krüger (2013) Hyg Med; 38 – 4

Wasserstoffperoxid
auch geeignet für Inaktivierung von Bakteriensporen
gute Materialverträglichkeit
rückstandslos
Zugabe von Katalase zu Bebrütungsmedium (Kontrolle) empfohlen

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf
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Inaktivierung durch Gamma-Strahlung

R.E. Hilsen, B. Kournikakis, and B. Ford (2005) Inactivation of Microorganisms
by Gamma Irradiation . Bacillus atropheus spores and Erwinia herbicola, 

Defence R&D Canada - Suffield

Sporen-Inaktivierung als Pulver Sporen-Inaktivierung als Flüssigkeit
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Inaktivierung durch Desinfektionsmittel

wässrige Alkohollösungen:
schmales Spektrum - nur für vegetative Bakterien!

Natriumhypochlorit
bei pH 4 bis 6,5: Chlorbildung
breites Spektrum: Bakterien, Bakteriensporen, Viren

Peressigsäure
bei pH 2 bis 3,5
sehr breites Spektrum: Bakterien, Bakteriensporen, Viren, Pilze

ReinRaumTechnik 03/2006, S. 20-24; http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf

Relative Widerstandsfähigkeit 
verschiedener Mikroorganismen 
gegenüber Desinfektionsmitteln

http://www.gmuender.org/bt/sterilisation1.pdf
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Wirksame Desinfektionsmittel gegen 
Sporenbildner der Risikogruppe 3?

http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf

.

Formaldehyd (zehn Prozent) tötet Milzbrandsporen bei praktikablen 
Konzentrationen und Einwirkzeiten nicht sicher ab

Von empfohlenen Mitteln (WHO): Formaldehyd, Glutardialdehyd, 
Peressigsäure (PES), Wasserstoffperoxid und Natriumhypochlorit (NaOCl) 
töten nur NaOCl und PES mehr als >99,9 Prozent Bacillus-Sporen in 30 min ab.

Die meisten Desinfektionsmittel für schnelle und sichere 
Inaktivierung von Milzbrandsporen nicht geeignet! 

USAMRIID: Dekontaminierung von Sicherheitswerkbänken mit 10% Bleiche      
oder Hype-Wipe® Desinfektionstüchern

WHO,EMC,ZDI/98.6 PCb Turnbull: Guidelines for the Surveillance and Control of 
Anthrax in Human and Animals 3 rd edition; 

Sagripanti and Bonifacino (1996). Appl. Environ. Microbiol. Feb. 1996, 545-551

http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf
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Kriterien zur Auswahl geeigneter 
sporizider Desinfektionsmittel

starke Keimreduktion bis vollständige Abtötung 

rasche und irreversible Wirkung 

breites Wirkungsspektrum

Zuverlässigkeit der Wirkung (Eiweißschutzsubstanzen)

Unschädlichkeit

„Empfehlung zur Vorgehensweise bei Verdacht auf Kontamination mit 

gefährlichen Erregern“ (RKI) zur Flächendesinfektion:

1%ige Peressigsäure (Einwirkzeit: 30 Minuten) oder

10%iges Formaldehyd (Einwirkzeit: 2 Stunden)

http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf

http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf
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Auswahl Desinfektionsmittel

13

Die bei der Dekontamination

dem Stand der Technik 

entsprechenden 

Desinfektionsmittel und –

verfahren: 

RKI (Robert Koch-Institut; 

www.rki.de) bzw. 

VAH (Verbund für angewandte 

Hygiene e.V.; http://www.vah-

online.de) und ggf. der 

DVG (Deutsche Veterinär-

medizinische Gesellschaft; 

http://www.dvg.net).

http://www.rki.de
http://www.vah-online.de
http://www.vah-online.de
http://www.dvg.net
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DIN-Prüfverfahren (Euro. Normen)

Für den Nachweis der sporiziden 
Wirksamkeit werden in-vitro-Tests 
gefordert (quantitative 
Suspensionsversuche)

!



15

Suspensionsversuche oder in vitro Tests

lassen generell Aussagen über den mikrobiziden Charakter eines 

Desinfektionsmittels zu 

Auch für europäische Phase 1-Tests und Phase 2, Stufe 1–Tests:
Phase 1–Tests: Qualitative Suspensionsversuche � wirksame
Konzentrationsbereiche � Resistenzen?

Phase 2, Stufe 1–Tests: Obligatorische quantitative Suspensionsversuche 
� Ermittlung der Konzentration/Zeit-abhängigen Reduktionen der 
Testorganismen unter Berücksichtigung von organischen Belastungen

Anschließend: Praxisnahe Versuche

Gebel, J. et al., 2001, Gemein; 2011, Dissertation; Desinfektionsmittel-Kommission im VAH (Hrsg.). Anforderungen und 
Methoden zur VAH-Zertifizierung chemischer Desinfektionsverfahren.  Stand 2. April 2015. Wiesbaden: Mhp-Verlag, 2015; 

Desinfektionsmittel-Kommission im VAH. Aktuelle Anforderungen und Methoden zur VAH-Zertifizierung chemischer 
Desinfektionsverfahren. Stand 2. April 2015. Kommentar und Übergangsmodalitäten.  HygMed 2015;40(6):268-269.  



16

Sporeninaktivierungen „für“ (Anwendung)
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Inaktivierung im Patientenumfeld

Umgang mit an Milzbrand erkrankten Patienten im Kranken-
haus und in OP-Einheiten: 

Empfohlene Flächendesinfektion zweimalig mit 1%iger 
Peressigsäure mit einer Gesamteinwirkzeit von mindestens 30 
min, um eine sichere Inaktivierung ggf. vorhandener Sporen zu 
gewährleisten. 

Die Schlussdesinfektion der Flächen ebenfalls zweimalig mit 
1%iger Peressigsäure.

https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/A/Anthrax/Milzbrand_Hinweise-
UmgangPatientenKrankenhaus-OP.pdf?__blob=publicationFile

https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/A/Anthrax/Milzbrand_Hinweise-UmgangPatientenKrankenhaus-OP.pdf?__blob=publicationFile
https://www.rki.de/DE/Content/InfAZ/A/Anthrax/Milzbrand_Hinweise-UmgangPatientenKrankenhaus-OP.pdf?__blob=publicationFile
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Probenvorbereitung für Elektronen-
Mikroskopie

http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf Brantner CA, Hannah RM, Burans JP, Pope RK. 2014. Inactivation and
ultrastructure analysis of Bacillus spp. and Clostridium perfringens spores. 

Microsc Microanal 20:238-244.

… a minimum of ten times the sample volume 
is typically used.

Fixierung/Sporen-Inaktivierung in 4% para-FA 
mit 1% GA (universal fixative solution)

http://edoc.rki.de/oa/articles/re0qTNMBkZZJY/PDF/21hxFu10WKn4.pdf
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Inaktivierung für MALDI-TOF

Alternativ (Bruker-Protokoll): 
70% EtOH � 70% Ameisensäure 
� 50% Acetonitril � Filtration

Weller SA, Stokes MG, Lukaszewski RA. 2015. Observations on the
inactivation efficacy of a MALDI-TOF MS chemical extraction method on 

Bacillus anthracis vegetative cells and spores. PLoS One 10:e0143870.

Inaktivierungsprotokoll*:

• 3 Impfösen Material (30 µL) in 20 µL H2O

• Zugabe von 80 µL Trifluor-Essigsäure (TFA)

• Inkubation mit Schütteln für 30 min.

• Verdünnung 1:10 in HPLC-H2O

• Keine Zentrifugation oder Filtration

• Testung der Verdünnungen auf Sterilität

*Modifiziert in: Lasch P, Beyer W, Nattermann H, Stammler M, 
Siegbrecht E, Grunow R, Naumann D. 2009. Identification of Bacillus

anthracis by using matrix-assisted laser desorption ionization-time of
flight mass spectrometry and artificial neural networks. Appl Environ

Microbiol 75:7229-7242.
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Herausforderungen bei unbeabsichtigter 
Freisetzung
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Herausforderung 
Milzbrandsporenkontamination

� Sanierung des Gebäudes und der Trommeln 
inkl. Dekontaminierung aller Oberflächen mit 
einer Kombination aus Reinigung mit Bleiche 
und HEPA-Filter-Absaugung

MMWR, (2010) vol 59, 872-877

Trommel-Happening (USA, 2009)
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CDC (Roybal Campus) Vorfall 2014

Sporen-Extrakt für MALDI TOF-Analyse

MALDI TOF Inaktivierungs-Protokoll für 
Brucella auf B. anthracis angewandt
Proben nur für 10 min. (nicht 24 h) 
behandelt
Sterilkontrolle bereits nach 24 h bewertet

Ursachen:
1. Ungetestete Prozedur (keine SOP)
2. Sterilität nicht überprüft
3. Mangelhafte Literaturkenntnis
4. Nutzung von pathogenen Stämmen Spätere Teste: 50.000 Sporen 

� 24 h Ameisensäure (AS) 
� AS/Acetonitril � 8 d Bebrütung 
� 4 CFU



24

Probleme am Dugway Proofing Grounds
- Review Committee Report

Über ein Jahrzehnt haben 86 
Einrichtungen in USA und 7 
anderen Ländern mit 
Milzbrandsporen kontaminierte 
Proben erhalten!

� Verursacht durch 
unsachgemäße Gamma-Strahlen-
Inaktivierung
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Probleme am Dugway Proofing Grounds
- Review Committee Report

Problematische Parameter:

1. Außerhalb validierter Daten

2. Höhere Sporenanzahl

3. Nur 10% der Probe für 

Sterilitätsstest

4. Nicht Linearität
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Allgemeine DoD-Probleme mit Sporen
- Review Committee Report

Erkennung von systemischen Problemen:
Fehlen spezifischer, validierter Standards zur Entwicklung von 
Prozessen, Protokollen und Qualitätssicherungsmaßnahmen

Vergleich der Inaktivierungs-
Verfahren durch Gamma-Strahlen

Vergleich der Inaktivierungs-
Verfahren durch Gamma-Strahlen
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gregorgrass@bundeswehr.org

www.instmikrobiobw.de

mailto:gregorgrass@bundeswehr.org
http://www.instmikrobiobw.de

