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ANALYTICAL REFORT

Re.: VIRKON-S

Determination of sporicidal and fungicidal efficacy by the 5-5-5 test.

Purpose of the test-

The purpbsé of the test is to verify the sporicidal and fungicidal efficacy of
a product in an reliable in vitro laboratory test. This laboratory evaluation
gives no insight into the efficacy of the product under practical conditions.
Principle

Suspensions of microorganisms are taken up in a aolution of the product at

e

ts
concentration of use. The fraction of surviving organisms is determined after

5 minutes of action at room temperature.

Test organisms

Suspensions of Bacillus cereus ATCC 9634 spores and Clostridium sporogenes Achl
19404 spores are used to measure the sporicidal efficacy of the product.

A suspension of Candida albicans ATCC 10231 is used to test the fungicidal
action of the product.

Cultivation of the test strains

Bacillus cereus was grown for 24 hours at 32+2°C on tryptone-scya agar in Petri
dishes. A subculture was then prepared in tryptone-soya broth at 32+2°C for 48
hours. This suspension was heated in a water-bath at 80°C for one minute to
obtain a spore suspension. This suspension was counted by dilution in Petri

dishes.



Clostridium sporogenes was cultivated anaesrobically for 24 hours at 32+42°C
on tryptone-soya agar in Petri dishes. A subculture was then prepared in
tryptone-soya broth at 32+2°C for 48 hours. In order to obtain a spore

a water bath ar 65°C for one minute.

gugpension, thias culture was heated in

This suspension was counted by dilution in Petri dishes.
candida albicans was cultivated for 24 hours at 321;°c on malt extract agar in
Petri dishes. A subculture was prepared in malt extract broth for 48 hours.

This suspension was ¢ounted by dilution in Petri dishes.

The test

The product VIRKON-S was tested at a concentration of 1% (v/v). It was diluted
with 0.9% saline. Three 100-ml Erlenmeyer flasks were filled with 24 ml of the
test solution and 3 others were filled with 24 ml of 0.9% saline. All flasks
were placea in a water bath at 20 + 19C. Similar amounts of bacterial
suspension (see above) and bovine serum albumin solution were mixed in other
flaske for each test strain. BAfter mixing, 1 ml of each of these preparations
was transferred to a flask with disinfectant and a flask without disinfectant.

After 5 minutes of action, I ml of liquid was taken from each flask and

of 20 + 1°c, and mixed well. RAfter 5 minutes, enough of the contents was taken
so that, after dilution with physiological saline, 1 ml produced not more than
200 and, if possible, not less than 20 colonies. These dilutions were plated
out on at least 3 Petri dishes.

The cultivation medium was tryptone-soya agar in the case of Bacillus cereus
and Clostridium sporogenes, and malt extract agar for Candida albicans. The
plates were incubated for 48 hours at 32 + 2°C (under anaerobic conditions for

Clostridium sporogenes).

verification

The following test was performed to verify the absence of effective residual
concentrations of disinfectant. The test was performed as described above but
with physiological saline instead of disinfectant. After 5 minutes of action,
1 ml of liquid was pipetted from each flask into a Petri dish with 9 ml of
inactivating medium, after which 1 ml of the tested concentration of disinfect-
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The number of colonies on plates for counting any still effective residual

concentration of disinfectant may not be more than a factor of 2 less than the

number of colonies on identical plates counted without the action of the

product.

Results

Micrcbial Test with Test with Verification
count of the physiolog- disinfect-
suspension jical saline ant
Candida albicans 7.7 x 107/ml 7.3 x 107 /ml 0 6.5 x 107/ml
Bacillus cereus 1.67x 105/m1 6.0 x 105/ml 0 1.08 x 105/ml
Clostridium sporogenes 6.05x 105/ml 2.9 x 107/ml 0 2.78 x 107/ml

L

The mlcrobicidal effect after 5 minutes of action at 20°C was calculated

according to the following formula:

HE
5

= log Nc¢ - log Nd

where: Nc = number of colony~forming units per ml of liquid after action of
the test product

Nd = number of colony-forming units per ml of liquid without action

of the test
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CONCLUSION

product

must be at least 5.

According to the 5-5-5 test, the product VIRKON-S at a concentration of 1%

(v/v) is active against Candida albicans ATCC 10231, spores of Bacillus cereus

ATCC 9634 and spores of Clostridium sporogenes ATCC 19404 after 5 minutes of

contact at room temperature.

J. Scouvart

Pharmacist
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ANALYSE VERSLAG

reft : YIRKON - S.

Bepaling van de sporicide en fungicide werkzaamheid door
de 5 -5~ 5 test.

Dosl van het onderzoek :

et doel van het onderzoek Is om, door eea in vitro eenvoudige
lakoratorium proef, de sporicide an fungicide waerkzasmheid van
een produkt te verifidren. ' ,

Deze laboratcrium evilustie geeft geen oordeel over da
effrctiviteit van de preparaat ondar prakeijhsomstand ighedan.

Principe :.
Suspensies van microorgan!smen worden aan een oplossing met de
gebrutkelijke concentratis van het produkt toegevoegd.

Na S minuten inwerkingstijd bij kamertemperatuur wordt de fractie
overlevencde organismen bepaald.

Toetorganismen :

Om de sporiclde werkzaamheid van het produkt te bepalen werden
suspensies van sporen van Baclllus cereus ATCC 9634 en van
Clostridium sporogenes ATCC 19404 gebruiky.

Om de fungicide werking van het produkt te testen werd een
suspensie Candida albicans ATCC 10231 gebruikt,



Kwoken van de toelsstammen:

Bacillus cereus wordt gedurende 24 U in Petri schalen met
Tryptore-soja agar bij 32 +/- 2°C gekweekt.

ten subcultuur wordt dan gemaakt in Tryptone soja boulilon bij 32
+/~ ?°C. gPdurPndp 48 1.

Dere sutneniic wordt da oaon watorhad fery 8090 saduvond, O
UpgEwarmd S oRen sporensuspensie te verkulggan

Het kiengetal van deze suspensie wordt door verdunningen {n Petri
schalen bepaald.

Clostridium sporogenes wordt gedurende 24 U. in Petri schalen met
Tryptone-soja agar in anaercbicse bij 32 +/- 2°9C. gekweekt.

Een subcultuur wordt dan gemaakt {n Tryptone-soja bouillon bij 32
+/- 2°C. gedurende 48 U.

Om een sporensuspensie te verkrijgen is deze cultuur gedurende 1

- minvut bij 65°C. in een waterbad opgewarmd.

Het kiemgetal van deze suspensie wordt deor verdunningen in Petr{
schalen bepaald.

Candida albicans wordt gedurende 26 U in Petri schalen met Malt
Extract agar bij 32 +/- 2°C., gekweskt,

Een subfu1tuur wordt gedurende 48 U in Malt Extract boutllon
gonaak*

Hat kiemgetal van deze suspensie wordt daor verdunningen in Petri
schalen Cepaald.

Proef

Het produkt VIRKON-S wordt bij een concentratfe van 1 % (v/v)

getest. Het wordt met een 0,9 ¥ natrium chloride oplossing
verdund.

3 100 ml- erlenmeyer kolfje
re

oplossing gevuld. 3 ander
oplossing gevuld,

Alle kolfjes worden in een schudwaterbad van 20 +/- 1°C geplaats.
Voor elk toetsstam brengt men in een kolfje galijke hoeveelheden
bacterie suspensie (zfe hierboven) en bovine albumine oplossing.
Na het mengen van deze preparaat wordt 1 m) ervan aan een kolfje
met desinfectans zowel als aan een kolfje zonder desinfectans
toegevoeqgd,

Na een fnwerkingstijd van 5 minuten wordt uit elk kolfje 1 mi
vioeistof gepipetteerd in een cultuurbuisje met 9 m!
inactiverings-vloeistof met een temperatuur van 20° +/- 1°C ep
hiermee gced gemengd,

Ma 5 minuten worden uit de inhoud zonodig, dus - danige
verdunningen bereid met fysiologische zoutoplossing dat per 1 ml
niet meer dan 200 en zo mogelijk niet minder dian 20 kolonies
worden verkregen,

Met deze vardunningen werden tenminste 3 Petri schalen per
verdunning bereid.
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Voor Baciilus cereus en Clostridium sporogenes wordt gebruik
gemaakt van Tryptone-saja agar als voedingsbodem.

Voor candida albicans gebruikt men Malt extract agar.

De platen worden 48 U blj 32 +/~ 2°C. (in anacrobiose voor
Clestridium sporogenes) bebroed.

Ver!ficatlg:

¥

P oy DT Na e van e AW LILHE U van Agy wirslane
restconcentraties desinfectans wordt de navolgende test uitgevoerd.
De test is uitgevoerd zoals hierboven beschreven maar met
fysiologlsche opltossing in plaats van desinfectans.

Ma ean jnwerkingstijd van § minuten wordt uit elk kolfje 1 m
vloeistof wordl gepipetieerd in een cultuurbuisje met § m) K
inactiveringsvloeistof waaraan onmiddelijk voordien 1 ml van de
onderzochte concentratie van het desfnfectans in fysiologische

oplossing Is toegevoegd.

Het aantal koltenies op de telplaten van de bepaling van nog
werkzame restconcentraties desinfectans mag niet mesr aan een
-factor 2 klefner zijn dan het aantal kolonies op overeenkomstigas
telplaten van de waarde bepaling zender inwerking van het

preparaat,

Kiemgatai

Proef met

Proef met Verificatie
van de fysioleg. desinfectans
suspensie oplessing
Candida 7 7 7
albicans 17,7.10°/mY 17,3.10'/m 0 6,5.10" /m
Bacillus 5 g : 6
cereus 1,67.107/ml }6,0.10" /m! 0 1,08.10°/ml
Clostridium 6 7 )
sporogenes |6,05.10°/m1 |2,9.10' /m) 0 2,78.10" /m
d;
Het kiemdodend effect na 5 minuten inwerking bij 20°C. wordt 5&&
volgens de volgende formula berekend fﬁq
'i_f'-‘f'
20 3
Me = Log Nc ~ log Nd Eﬁj
5 M,
waar Nc = aanta] kolonievormeerde eenheden per m) van vloelstof
zonder {nwerking van heb preparaat.
Nd = aantal kolonievormeerde eenheden per ml van ds v1oeistof¥‘

na inwerking van het preparaat.
A
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