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Wie wirksam ist
Handewaschen gegen
Influenzaviren?

How effective is hand washing against influenza virus?

Zusammenfassung

Hintergrund: Influenzaviren werden nicht nur ae-
rogen — beispielsweise durch Husten oder Niesen
—von Mensch zu Mensch tibertragen, sondern auch
indirekt durch das Anfassen von mit Virussekret kon-
taminierten Oberflachen. Uber die kontaminierten
Hande kdnnen dann die Influenzaviren in Nasen-,
Augen- oder Mundschleimhé&ute gelangen und
eine Infektion verursachen. Mit einer adéquaten
Handehygiene kann einer solchen Kontaktinfektion
vorgebeugt werden. In dieser Arbeit sollte daher in
einer praxisnahen Untersuchung gepriift werden, ob
durch das Handewaschen die Influenzaviruslast auf
den Handen effektiv reduziert werden kann.
Methode: Hierfiir wurde die Fingerkuppe oder
die Handinnenfldachen von Probanden mit einem
Influenza A/HTN1-Impfstamm (ein A/H1N1/
Brishane/59/2007-ahnliches Virus) kontaminiert.
Das Influenzavirus wurde zuvor mit einer Dreifach-
Proteinbelastung versetzt, die das Nasensekret
imitieren sollte.

Ergebnisse: Der Virustiter, der nach dem Ver-
reiben und Antrocknen von den Handen bzw. Fin-
gerkuppen der Probanden eluiert wurde, zeigte
eine Reduktion von 1-2 log, -Stufen (im Median
10°8 PFU/ml). Ohne Stabilisierung fiel der Virus-
titer um 3,5 log, -Stufen ab (10%° PFU/ml). Nach
artifizieller Kontamination von Handinnenflachen
und Fingerkuppen mit Influenza A-Viren und an-
schlieBendem 20-sekiindigen Handewaschen mit
Seife konnte bei allen Probanden kein infektioses
Influenzavirus mehr nachgewiesen werden.
Schlussfolgerung: RegelmaRiges Handewa-
schen kdnnte daher bei der Bewaéltigung einer
Influenza-Epidemie oder Pandemie eine wichtige
Rolle spielen.
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Summary

Background: Influenza viruse is primarily spread
from person to person aerongenically, for instance,
via coughing or sneezing. However, the virus may
also be transmitted indirectly by touching surfaces
contaminated with viral secretions. Via the con-
taminated hands influenza viruses may then be
transferred to the mucous membranes of nose,
eyes or mouth, thereby causing an infection. Ade-
quate hand hygiene can prevent infection by this
mode of transmission. This paper investigates the
effectiveness of hand washing on reducing the viral
burden on hands in a test design simulating practi-
cal conditions.

Methods: The fingertips and/or the palms of test
subjects were contaminated with a live influenza A/
H1N1 virus vaccine strain (similar to A/H1N1/Bris-
bane/59/2007). Prior to this contamination, the virus
had been stabilised with a threefold protein load
mimicking nasal secretions.

Results: The virus titres eluated from the fingertips
or palms of the test subjects after rubbing and dry-
ing showed a 1-2 log10 reduction (median 10°8
PFU/ml). Without protein load the virus titre was
reduced by 3.5 10g10 units (10%° PFU/ml). After ar-
tificial contamination of palms and fingertips with
influenza A viruses and subsequent hand washing
with liquid soap for 20 s no infectious influenza virus
was detected on any of the test subjects.
Conclusions: These findings suggest that hand
washing may prevent the spread of influenza viruses
during epidemic or pandemic periods.

Einleitung

Ende April 2009 wurde zum ersten Mal
tber das Auftreten einer neuen Influenza-
variante berichtet: Die ersten Infektionen
mit dem neuen Grippevirus traten Ende
Februar in Mexiko auf. Im April betrug die
Infektionsrate (attack rate) in der Bevol-



kerung bereits 60 %. Die mexikanische
Regierung berichtete von 2155 Patienten,
zum Teil mit schwerer Pneumonie, und
100 Todestfdllen, die innerhalb eines Mo-
nats aufgetreten waren. Am 15. April
wurde ein 10-jahriger Junge in Kalifornien,
USA, positiv fiir das H1l-Antigen, aber
negativ flir die saisonalen HIN1- und
H3N2-Varianten getestet. Ende April 2009
veroOffentlichten die amerikanischen Cen-
ters for Disease Control and Prevention,
dass es sich um ein neues Influenzavirus
A vom Subtyp HIN1 (kurz: Influenza A/
HI1N1-Virus) handelt und dieses Virus eine
so genannte Triple-Reassortante ist, d. h.
es enthdlt genetische Abschnitte von In-
fluenzaviren, die bei Vogeln, Schweinen
und Menschen vorkommen [1]. Das neue
Influenza A/HIN1-Virus zeichnet sich
durch eine dulierst effiziente Mensch-zu-
Mensch-Ubertragung aus und breitete sich
innerhalb kiirzester Zeit auf allen anderen
Kontinenten aus. Die WHO rief daher am
11.06.2009 die hochste Pandemiestufe
(Stufe 6) aus.

In den Monaten Juni bis Mitte No-
vember diagnostizierte das Labor Enders
bei 1702 von 5060 Patienten eine Infek-
tion mit dem neuen Influenza A/HIN1-
Virus. Dies entspricht einer Gesamtposi-
tivrate von 33,6 %, wobei ein deutlicher
Anstieg von 5,2 % im Juni, auf 21,4 %
im September und auf 51,1 % Anfang
November zu verzeichnen war.

Auffillig war die hohe Positivrate bei
Teenagern und jungen Erwachsenen unter
30 Jahren im Vergleich zu Erwachsenen
iiber 35 Jahren im September (32,1 % vs.
8,1 %). Anfang November haben wir wei-
terhin aus der Altersgruppe der 5- bis
20-Jahrigen die meisten positiven Proben
erhalten (69 % der positiv getesten Proben),
gefolgt von 42,7 % bei den 20- bis 30-Jah-
rigen. Aber auch die Altersgruppe > 30 Jahre
war zu 30 % infiziert und bei Personen > 60
Jahre waren es immerhin noch 14,7 %.

Waren in den Sommermonaten aus-
schlieBlich Reisertickkehrer (v.a.aus USA,
Spanien) von der Neuen Grippe betroffen,
so handelt es sich jetzt iiberwiegend um
Personen, die Kontakt zu Influenza A/
HIN1-Erkrankten hatten. Die meisten
Infektionen mit dem neuen Influenza A/
HIN1-Virus haben derzeit einen milden
Verlauf, dennoch sind insbesondere bei
Schwangeren, Kindern unter zwei Jahren
sowie bei Personen mit Asthma oder Adi-
positas todliche Verldufe zu beobachten.
In den USA waren 13 Prozent aller Félle

mit Todesfolge schwangere Frauen [2].In
der soeben beendeten Grippe-Saison
2009/10 auf der Stidhalbkugel traten in
Australien und Neuseeland bei jungen,
gesunden Erwachsenen schwere virale
Pneumonien nach einer Infektion mit dem
pandemischen Influenza A/HIN1-Virus
auf. Daher empfiehlt die WHO eine rasche
Therapie mit den Neuraminidase-Inhibi-
toren Oseltamivir und Zanamivir [3].

Fiir Influenzaviren werden folgende
Ubertragungswege diskutiert: Zum einen
werden Influenzaviren durch Tropfchen-
infektion von Mensch zu Mensch tibertra-
gen (zum Beispiel beim Husten oder Nie-
sen), wobei bereits 0,6 bis 3 TCID, /ml
(TCID,: tissue culture infective dose, d. h.
die Virusverdiinnung, bei der 50 % der
Zellen infiziert werden) Influenzaviren im
Aerosol zu einer Ansteckung fithren kon-
nen [4,5]. Andererseits konnen Influenza-
viren auch indirekt tiber kontaminierte
Oberflachen iibertragen werden, was als
Kontaktinfektion bezeichnet wird. Durch
das Beriihren von Gegenstanden, die mit
virushaltigem Sekret kontaminiert sind,
konnen die Influenzaviren leicht von den
Handen auf Nasen-, Augen- oder Mund-
schleimhdute gelangen. Nach neueren
Erkenntnissen scheint dieser Ubertra-
gungsweg eine wichtige Rolle zu spielen
[6]. Fiir diesen Ansteckungsweg wurde
experimentell eine Virusmenge von 127
bis 320 TCID, /ml ermittelt [7].

Vor allem mit Nasensekret ange-
schmutzte Gegenstande — wie z. B. Geld-
scheine [8] - stellen eine besondere In-
fektionsquelle dar, denn die mit dem
Schleimhautprotein Mucin umgebenen
Influenzaviren (Nasensekret) zeichnen
sich durch eine erhohte Uberlebensfihig-
keit auf Oberflachen aus, und zwar von
bis zu 24 bis 48 Stunden [8,9]. Bean et
al. gehen davon aus, dass ein Influenza-
Infizierter andere Personen iiber konta-
minierte Oberflachen innerhalb von zwei
bis acht Stunden und iiber Papiertiicher
innerhalb weniger Minuten anstecken
kann [9]. Im Mittel werden im Nasense-
kret 10° bis 107 TCID, /ml Influenzaviren
ausgeschieden [10].

Im Gegensatz zur Tropfcheninfektion
kann eine Kontaktinfektion tber die
Héande durch ein schnelles Inaktivieren
der Influenzaviren auf den Handen ver-
mieden werden [11]. Daher konnte eine
gute Hindehygiene zur Bekdmpfung einer
Influenza-Pandemie bzw. -Epidemie bei-
tragen. Regelmafiges griindliches Hande-
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waschen mit Seife ist seit Semmelweis ein
bewdhrtes Mittel zur Hindehygiene [12]
und wird auch vom Robert Koch-Institut
zur Bewaltigung der Influenza-Pandemie
empfohlen (www.wir-gegen-viren.de).
Da Bakterien methodisch einfacher zu
handhaben sind, wurde bisher nurin sehr
wenigen Studien untersucht, welche Rolle
das Handewaschen mit Wasser und Seife
bei der Pravention einer Influenzavirus-
Ubertragung spielt. Diese Studie sollte
untersucht werden, welchen Einfluss das
Handewaschen und verschiedene Ab-
trocknungsmethoden auf die Influenza-
viruslast auf den Hinden hat.

Material und Methoden

Herstellung der Testvirussuspension
Das Testvirus, ein Influenzavirus A/HIN1/
Brisbane/59/2007-dhnliches Influenzavirus,
das als Impfstamm eingesetzt wird, wurde
von Novartis Behring (Novartis Vaccines and
Diagnostics GmbH & Co. KG, Marburg,
Deutschland) bezogen. Die MDCK-Zellen
(Madin-Darby canine kidney) stammten
von der European Collection of Cell Cultu-
res (ECACC, Wiltshire, UK).

Zur Herstellung der Virussuspension
wurden konfluente Monolayer von
MDCK-Zellen (Madin-Darby canine kid-
ney) verwendet, die in 175-cm?-Roux-
Flaschen (Nunc GmbH & Co, Wiesbaden)
mit Minimum Essential Medium (MEM,
Biochrom AG, Berlin) unter Zusatz von
10 % fetalem Kilberserum (FKS, Bio-
chrom, Berlin), Natriumpyruvat, Glutamin
und nicht essentiellen Aminosduren kul-
tiviert worden waren. Das Medium wurde
entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen
und mit 3 ml Imptvirus in FKS-freiem
Medium mit 2 pg/ml n-Tosyl-L-phenyl-
alanin-chloromethylketon (TPCK) (Sigma
Aldrich Chemie AG, Steinheim, Germany)
infiziert. Nach Ausbildung eines zytopa-
thischen Effekts wurde der Zellkulturi-
berstand fiir 10 Minuten bei 2.500 rpm
zentrifugiert, aliquotiert und bei -70 °C
gelagert.

Nachweis der Influenzavirus-Anzucht

in der Zellkultur

Der Nachweis infektioser Influenzaviren
erfolgte nach der kiirzlich von Terletskaia-
Ladwig et al. beschriebenen Methode [13].
MDCK-Zellen, die auf einer 96-well-Platte
konfluent gewachsen waren, wurden mit
0,1 ml pro well der Virussuspension in-



okuliert und die Platte bei 1.200 x g fiir
30 Minuten zentrifugiert. Nach 60 Minu-
ten erfolgte die Zugabe einer Carboxyme-
thylcellulose-Losung (CMC, mittlere Vis-
kositdt, Sigma) bis zu einer Endkonzent-
ration von 0,8 %. Die beimpften Zellkul-
turen wurden fiir 10 bis 18 Stunden bei
37 °C mit 5 % CO, in der feuchten Kam-
mer inkubiert. Nach der Bebriitung wurde
das Medium von den Zellkulturplatten
abgesaugt und die Zellen mit eiskaltem
Aceton-Methanol-Gemisch (40:60) fixiert.
Dann erfolgte die Zugabe eines Influenza
A-spezifischen monoklonalen Antikorpers
[25 ul/well] (Chemicon, Temecula, CA)
in einer Verdiinnung von 1:1.000 in
Blocking-Puffer (1 % BSA in PBS). Nach
30 Minuten Inkubation wurde die Anti-
korpermischung verworfen und 3x mit
PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte
eine 30-minititige Inkubation mit einem
Anti-Ziege-Horse-Radish-Peroxidase
(HRP)-markierten Konjugats (Sigma-Ald-
rich, Deutschland) in der Verdiinnung
1:500. Das im anschlieBenden Schritt
zugefiigte Substrat (AEC) reagiert mit dem
HRP und es kam zu einer sichtbaren Far-
bumwandlung (Rotfarbung). Die virusin-
fizierten Zellen lieBen sich mikroskopisch
anhand der spezifischen Farbung der Zel-
len erkennen. Eine gefarbte Zelle entsprach
einem infektiésen Viruspartikel (plaque
forming unit, PFU). Diese Plaques-Far-
bungsmethode wird haufig fiir die Virus-
quantifizierung eingesetzt [14,15,16].

Die Auswertung der Platten erfolgte
unter einem Lichtmikroskop sowie auto-
matisch im EliSpot-Reader. Der verwen-
dete AID EliSpot Reader (AID, Deutsch-
land) besteht aus einer Leseeinheit fiir das
Photographieren von 24-, 48- als auch
96-Well-Platten sowie einer Computer-,
Auswertungs- und Kontrolleinheit. Die
Readereinheit besteht aus einer high-end
Videokamera sowie einer zweiachsigen
Scanning-Platte, die die Wells der Mikro-
titerplatte exakt fiir die Kamera positio-
niert. Die im EliSpot-Reader abgelesenen
Platten wurden mit Hilfe des Software-
Programms , ViruSpot” (AID) ausgewertet.
Die Berechnung des Titers (PFU/ml) an-
hand der Anzahl gefarbter Zellen erfolgte
nach folgender Formel [17]:

2 ¢+C,..C,
PFU/t =

(M, +n,Xv,+..n +n Xv)xd
n n n

t = Testvolumen pro Vertiefung (0,2 ml)

C,en = Anzahl der PFU der 10" Ver-
diinnung

n, .= Anzahl der wells der ersten bzw.
bis letzten Verdiinnungsstufe mit
nicht konfluierenden Plaques

V. uisn = Verdinnungsfaktor vonn, zun,

d = Verdiinnungsstufe von ¢,

Berechnung des Reduktionsfaktors

Die Beurteilung der Reduktion erfolgte
durch die Berechnung des Titerabfalls
(A lg PFU) gegentiber der jeweils parallel
mitgefiihrten Viruskontrolle.

Finger-Pad-Methode nach Sattar

Alle Probanden wuschen sich vor Beginn
der Experimente die Hinde mit lauwarmen
Wasser. Nach dem griindlichen Abtrocknen
rieben sich die Probanden mit 70%igem
Ethanol fiir 15 Sekunden die Hinde ein. Die
Hande wurden dann an der Luft getrocknet.

Die Applikationsstelle auf der Finger-
kuppe wurde mit einem leeren Cryotube
markiert. In die Mitte dieses kreistormigen
Abdrucks wurden 10 ul Testvirussuspen-
sion (107? PFU/ml) appliziert, die als Zu-
satz Mucin, bovines Serumalbumin (BSA)
und Hefeextrakt enthielt [18]. Diese so
genannte Proteinbelastung nach Sattar, die
neben dem Schleimhautprotein Mucin
auch Kohlenhydrate und Zucker enthielt,
sollte das Nasensekret imitieren. Fir
500 ul Inokulum wurden 340 pl Influen-
zavirus in folgendem Mischungsverhaltnis
gemischt: 100 pl Mucin von bovinen sub-
maxillaren Driisen Type I-S, 25 ul BSA
Fraktion V und 35 pl Hefeextrakt. Die
Stammlosungen zur Herstellung des Pro-
teingemisches wurden wie folgt hergestellt:
Je 0,5 g BSA Fraktion V (Sigma Aldrich,
Deutschland), 0,04 g Mucin (Sigma Ald-
rich, Deutschland) bzw. 0,5 g Hefeextrakt
(Sigma Aldrich, Deutschland) wurden in
10 ml PBS gelost, sterilfiltriert (auf3er Mu-
cin) und aliquotiert.

Die applizierte Testvirussuspension auf
der Fingerkuppe trocknete unter der La-
minar-Air-Flow fiir 10 Minuten. Die Elu-
tion erfolgte mit 1 ml Medium in einem
Cryotube. Das Gefa3 wurde auf die Ap-
plikationsstelle gebracht und 20 mal ge-
schiittelt. Das Eluat wurde sofort in 10er-
Schritten mit eisgekiihltem MEM titriert
und die Verdiinnungsreihe umgehend auf
eine konfluent gewachsene MDCK-Zell-
kultur iibertragen.
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Ganze-Hand-Protokoll

Das Kontaminationsexperiment der gan-
zen Hand wurde in Anlehnung an eine
von Sattar und Mitarbeitern im Jahre 1993
beschriebene Methode durchgefiihrt [19].

Die Handinnenfldchen von zehn frei-
willigen Probanden wurden mit 250 ul
Testvirussuspension mit Proteinbelastung
(1072 PFU/ml) kontaminiert. Die Proban-
den verrieben das Virus auf den Handfla-
chen und lieBen die Anschmutzung
antrocknen. AnschlieBend wurden die
Hande mit 10 ml Medium (MEM) 3X
gesptilt. Dies diente der Riickgewinnung
des eingesetzten Virus sowie der Bestim-
mung des Einflusses der Antrocknung auf
die Infektiositdt des Testvirus.

Im zweiten Versuchsteil wurden die
Hande der Probanden mit 250 pl Testvi-
russuspension mit Proteinbelastung (107*
PFU/ml) kontaminiert. Nach dem Verrei-
ben und Antrocknen wurden die Hande
fiir 20 Sekunden mit 2 ml Waschlotion
(Seraman medical, Ecolab Deutschland
GmbH, Diisseldorf, Deutschland) gewa-
schen. Die noch feuchten Hande wurden
mit 10 ml Medium (MEM) 3 X gespiilt.
Die 10 ml Spiilfliissigkeit wurden jeweils
in einer sterilen Petrischale aufgefangen
und danach auf eine 96-well-Platte mit
konfluenten MDCK-Zellen verimpft.

Handewaschung

Die Hindewaschung erfolgte fiir 20 Se-
kunden mit 2 ml Waschlotion (Seraman
medical, Ecolab Deutschland GmbH, Diis-
seldorf, Deutschland).

Handabtrocknung

Zur Vertiigung standen vier Abtrocknungs-

moglichkeiten:

—Tork Advanced Papierhandtuch mit La-
genfalzung C Fold H3 Classic System
(SCA, Goteborg, Schweden) aus einem
Handtuchspender der Fa. Tork,

— Papiertiicher Kleenex Ultra Super Soft
6761 (Kimberley-Clark Limited/ Profes-
sional Section, Surrey, UK) aus einem
Handtuchspender der Fa. Tork,

—mit Silberionen antibakteriell veredelte
Stofthandtuchrolle sowie Stoffhandtuch-
spender von CWS (CWS-Boco Deutsch-
land GmbH, Dreieich, Deutschland),

— Air-Wolf Warmlufthdndetrockner Typ A
60 (Air-Wolf, Miinchen, Deutschland).



Ergebnis

Die Tenazitdt des A/H1N1-Influenzavirus
auf der Haut

Die Fingerspitzen von geimpften Proban-
den wurden mit 10 pl der Testvirussus-
pension ohne Proteinzusatz (107 PFU/ml)
kontaminiert. Die Testvirussuspension
wurde ohne Antrocknungszeit durch
20maliges Schiitteln eines Plastikgefda3es
(Cryotube) in 1 ml Zellkulturmedium
eluiert. Die Antrocknung der Testvirus-
suspension auf den Fingerkuppen fiihrte
nach 10 Minuten zu einem Verlust von
3,5log,,-Stufen: Der Virustiter betrug nur
noch 10*? PFU/ml. War die Testvirussus-
pension dagegen mit der Proteinbelastung
nach Sattar versetzt (107 PFU/ml), die
das Schleimhautprotein Mucin, bovines
Serumalbumin sowie Hefeextrakt enthielt
[18], verbesserte sich die Stabilitit des
Virus erheblich. Mit dieser Proteinbelas-
tung, die das Nasensekret imitieren sollte,
konnten nach der Antrocknung auf den
40 untersuchten Fingerkuppen im Median
10°® PFU/ml nachgewiesen werden. Der
initiale Virustiter der Testvirussuspension
mit Proteinbelastung wurde im Schnitt
von 107° PFU/ml pro Fingerkuppe um 1,5
log,-Stufen auf 10> PFU/ml reduziert.

Héndewaschen und verschiedene
Trocknungsmethoden

In diesem Versuchsteil wurden die Fin-
gerkuppen der Probanden mit 10 pl der
Testvirussuspension mit Proteinbelastung
(107? PFU/ml) kontaminiert. Nach einer
Antrocknungszeit wurden die Viren durch
20maliges Schiitteln eines Plastikgefda3es
(Cryotube) in 1 ml Medium eluiert. Von
jedem Probanden wurde zundchst eine
Kontrolle abgenommen. Danach wu-
schen sich die Probanden fiir 20 Sekunden
mit 2 ml Waschlotion die Hande. Eine
Virustiterbestimmung wurde mit jeweils
mit dem feuchten Finger und eine nach
der Abtrocknung durchgefiihrt. Bei allen
40 Fingerkuppen konnte vor dem Wa-
schen ein Virustiter von 10*#bis 10%! PFU
(im Median 10*® PFU/ml) bestimmt wer-
den. Nach dem Waschen war jedoch kein
infektioses Testvirus mehr auf den 40
iberpriiften Fingerkuppen vorhanden.
Auch nach dem Handewaschen sowie den
verschiedenen Handabtrocknungsmetho-
den (45 Sekunden HeiBluft, Einmalstoff-
handtuch, zwei unterschiedlichen Papier-
qualitdten) war kein infektioses Testvirus

mehr nachweisbar. Dies ist in Abbildung
1 exemplarisch gezeigt fiir eine Viruskon-
trolltitration in Dreifachbestimmung (A)
sowie der dazugehdrigen Virustitration
des Restvirustiter, der nach dem Héande-
waschen auf der Fingerkuppe verblieben
ist (B).

ad

A

Entfernung von Restschmutz

Falls nach dem Waschen noch ein Restvi-
rus auf den Hinden vorhanden sein sollte,
so konnte diese Restanschmutzung mit
dem Handtuch abgewischt werden. Um zu
eruieren, ob bei den einzelnen Materialien
eine unterschiedliche Reduktion des Vi-

ab

f4 fo

B ar ad

A

ad

‘R] *

Abbildung 1: Finger-Pad-Methode, Exemplarische Darstellung einer MDCK-Zellkultur, die mit Influenzavirus
inokuliert wurde. Die Influenzaviren bilden Plaques (PFU), die immunohistochemisch angefiirbt worden sind.
A zeigt die Viruskontrolltitration vor dem Hindewaschen. Der Titer der Viruskontrolle betrdgt 10°> PFU/m.
Die Reihen a bis fstellen die Verdiinnungsstufen dar, wobei die Zahl der jeweiligen Einzeltitration entspricht.
Nach dem Hdndewaschen konnten keine Plaques in der Virustritration mehr detektiert werden, daher wurde

nur die erste Verdiinnungsstufe gezeigt (B).
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Tabelle 1: Virustiter nach Abwischen auf Papier.

___I-__-__II.

Kontroll-Virustiter

log, , PFU/ml

Virustiter in log,, PFU/mInach  keine PFU  keine PFU  keine PFU  keine PFU  keine PFU  keine PFU 2,8 keinePFU 1,8 keine PFU

Abwischen nach- nach- nach- nach- nach- nach- nach- nach-
weishar  weishar  weishar  weisbar  weisbar  weisbar weishar weishar

Tabelle 2: Virustiter nach Abwischen auf sehr saugfihigem Papier.

______-__II-

Kontroll-Virustiter

log,, PFU/ml

Virustiter in log,, PFU/mlnach  keine PFU 2,0

Abwischen nach-
weisbar

Tabelle 3: Virustiter nach Abwischen auf Stoff.

keine PFU 2,3 keine PFU  keine PFU  keine PFU  keine PFU  keine PFU  keine PFU
nach- nach- nach- nach- nach- nach- nach-
weisbar weisbar  weisbar  weishar  weishar  weishar  weishar

___l-_____ﬂ-

Kontroll-Virustiter

log,, PFU/ml
Virustiter in log,, PFU/mInach 4,4 keine PFU  keine PFU  keine PFU  keine PFU 2,6
Abwischen nach- nach- nach- nach-

weishar  weishar  weishar  weisbhar

Tabelle 4: Virustiter vor und nach Héindewaschung (Ganze-Hand-Protokoll).

Proband Aufgetragen PFU nach Reduktion

Virusmenge Hiandewaschen

(log,, PFU/ml)
1 54 Keine PFU nachweishar ~ >99,99 %
2 6.0 Keine PFU nachweisbar ~ >99,99 %
3 52 Keine PFU nachweisbar ~ >99,99 %
4 6.0 Keine PFU nachweisbar ~ >99,99 %
5 5,3 Keine PFU nachweishar ~ >99,99 %
6 55 Keine PFU nachweishar ~ >99,99 %
7 99 Keine PFU nachweisbar ~ >99,99 %
8 6,0 Keine PFU nachweisbar ~ >99,99 %
9 52 Keine PFU nachweishar ~ >99,99 %
10 52 Keine PFU nachweisbar ~ >99,99 %

rustiters messbar ist, wurden Fingerkuppen
mit 10 pl einer Testvirussuspension mit
Proteinbelastung nach Sattar kontaminiert
(107* PFU/ml) und anschlieBend sofort
ohne Antrocknung auf Stoft bzw. zwei
verschiedenen Papierhandtuchqualitdten
unterschiedlicher Saugfdhigkeit abge-
wischt. Danach wurde der verbleibende
Restvirustiter mittels Finger-Pad-Methode
untersucht. In unseren Experimenten
fanden wir bei allen drei Materialien in
80 % der Falle kein Virus mehr (Tabelle

1-3). Damit konnten wir zeigen, dass sich
die hier untersuchten Materialien bei der
Aufnahmefahigkeit der Influenza-Restan-
schmutzung nicht wesentlich unterschie-
den haben.

Verbleibende Virusmenge

in der Restfeuchte der Haut

Da die ersten Untersuchungen nur auf
einer kleinen Hautflache durchgefiihrt
worden waren, wurde zur Sicherheit noch
in einer weiteren Versuchsreihe die kom-
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keine PFU  keine PFU  keine PFU  keine PFU
nach- nach- nach- nach-
weishar  weishar  weishar  weisbhar

plette Handinnenflache mit einem grofe-
rem Inokulum (250 pl) kontaminiert. Zu
diesem Zweck wurde die Ganze-Hand-
Methode angewendet. Der Titer der ein-
gesetzten  Virussuspension  betrug
1072 PFU/ml; 250 pl Virusinokulum
enthielten somit 104’ PFU. Der Virustiter,
der nach dem Verreiben und Antrocknen
von den Handen der Probanden eluiert
wurde, zeigte eine Reduktion von 1-2
log,,-Stufen (Tabelle 4). Dennoch war die
absolute Titerhohe des verbleibenden
Virus ausreichend hoch, um bei allen
Probanden nach 20-sekiindigem Hande-
waschen mit 2 ml Waschlotion eine Re-
duktion der Virusinfektiositat tiber vier
Zehnerpotenzen in der Restfeuchte der
Haut zu demonstrieren (> 99,99 %). Dies
verdeutlicht auch Abbildung 2, die die
immunohistochemische Anfarbung der
Influenza-infizierten Zellen zeigt.

Diskussion

Handewaschen gilt als unzureichende
MalBnahme in der Hindehygiene von
medizinischem Personal. Dies wurde vor
allem fiir bakterielle Erreger gezeigt. Ver-
schiedene Keime wie z. B. Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa oder Staphylococcus



| .

Abbildung 2: Exemplarische Darstellung einer Zellkultur, die mit dem Eluat eines Probanden vor dem Wa-
schen und nach dem Waschen, inokuliert wurde. Wihrend im rechten Bild die Influenzaviren als Plaques
(PFU) angefiirbt worden sind, konnte nach dem Waschen keine PFU mehr detektiert werden (linkes Bild).

aureus werden durch Waschen mit Seife
nur um 2-2,5 log, -Stufen reduziert [20].
Vergleichbare Untersuchungen mit dem
felinen Calicivirus, einem Surrogatvirus
flir das humane Norovirus, fiihrten zu
einer Reduktion von 1,26 log, -Stufen
durch Flissigseife [21]. Basierend auf
diesen Studiendaten kann der Effekt des
Handewaschens zur Pravention von Influ-
enzaviren kontrovers diskutiert werden.

Die Wirkung von Desinfektionsmitteln
gegen behiillte Viren ist jedoch unbestrit-
ten und konnte bereits in den 80er Jahren
in praxisnahen in-vivo-Versuchen mit
Influenza A-Viren gezeigt werden. Nach
artifizieller Kontamination von Hdnden
und Fingerkuppen mit Influenza A-Viren
und anschliefender Handedesinfektion
mit einem ethanolischen Prdparat konn-
ten die Autoren Schiirrmann und Eggers
kein infektioses Influenzavirus mehr
nachweisen [22]. Dennoch stellt Hinde-
waschen mit Seife eine einfache Verhal-
tensregel dar, die von jedem Biirger als
Schutz vor einer Ansteckung durchgefiihrt
werden kann.

Im Rahmen der vorliegenden praxis-
nahen Studie sollte der Effekt des Han-
dewaschens auf die Influenzaviruslast der
kontaminierten Haut untersucht werden.
Bei allen Probanden konnten sowohl im
Fingerkuppen-Versuch als auch bei der
Ganze-Hand-Methode nach dem Wa-
schen kein infektioses Influenzavirus
mehr nachgewiesen werden. Im Gegen-
satz zu der kiirzlich veroffentlichten
Studie von Grayson et al. aus Australien
war in allen Versuchen ein ausreichender
Influenzatiter in der Viruskontrollprobe
messbar, der eine Aussage tiber 4 log, -
Stufen erméglichte [23]. In der australi-
schen Studie konnte jedoch nach einer
kurzen Antrocknungszeit von 2 Minuten

eine Reduktion des initialen Influenzati-
ters um 3—4 Zehnerpotenzen festgestellt
werden. Bei sechs von 20 Probanden war
sogar kein infektioses Influenzavirus
mehr nachweisbar. Bei den verbliebenen
14 Probanden konnte, in Ubereinstim-
mung mit unseren Experimenten, nach
dem Waschen mit Seife kein Influenza-
virus mehr nachgewiesen werden. Der
Unterschied zu unserer Untersuchung
liegt darin, dass wir das Influenzavirus
mit einer Dreifach-Proteinbelastung ver-
setzt haben, die zu einer besseren Uber-
lebensdauer der Viren durch Stabilisie-
rung fiithrte. Ohne die Proteinbelastung
betrug der Verlust der Infektiositdt nach
10 Minuten Trocknungszeit 3,5 log, -
Stufen. Hingegen war die Wiederfin-
dungsrate des Influenzavirus-Gemischs
mit der Dreifach-Proteinbelastung, die u.
a.das Schleimhautprotein Mucin enthielt,
sehr gut: Nach einer Antrocknungszeit
von 10 Minuten betrug der Abfall des
Virustiters 1-2 Zehnerpotenzen.

Die Frage, ob in unseren Experimenten
das Influenzavirus nur abgespiilt oder in-
aktiviert worden ist, konnte nicht geklart
werden. Aber schon 1940 zeigten Stock
und Francis die inaktivierende Wirkung
von Seife auf Influenzaviren im Tierversuch
[24,25]. Auch die systematische Literatur-
analyse von Jefferson et al. stellt den
Nutzeffekt des Hindewaschens bzgl. einer
verminderten Influenza-Ubertragungsrate
innerhalb einer Familie nicht in Frage [26].

Das Fazit der vorliegenden Untersu-
chung ist, dass griindliches Waschen mit
Seife effizient Influenzaviren von den
Héanden entfernt und dadurch eine Aus-
breitung der Influenzaviren durch Kon-
taktinfektion vermieden werden konnte.
Die unterschiedlichen Abtrocknungsme-
thoden sind vergleichbar, jedoch sollten
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Einmalhandtiicher verwendet werden.
Falls Wasser und Seife nicht verfiigbar sind,
wie z. B. beim Benutzen 6ffentlicher Ver-
kehrsmittel, sollte ein Handedesinfekti-
onsmittel verwendet werden. Auch fiir
medizinisches Personal gilt es, die Hande
héufig wahrend des Arbeitsalltags zu des-
infizieren. Nur bei sichtbarer Verschmut-
zung, vor Arbeitsbeginn, nach Arbeitsende
sowie nach dem Toilettengang sollten die
Héande gewaschen werden.
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