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Vorbemerkungen 

Für den Einsatz insektenpathogener Viren als Pflanzenschutzmittel gelten 

uneingeschränkt die Bedingungen des Pflanzenschutzgesetzes, d. h. daß 

die Verfahren und Prüfungen eine Beurteilung erlauben müssen, ob insek

tenpathogene Viren als Pflanzenschutzmittel . die Gesundheit von Mensch 

und Tier gefährden und schädliche Auswirkungen auf die Umwelt haben. 

Die hierzu einzusetzenden Prüfmethoden sollen dem Stand der wissen

schaftlichen Erkenntnis entsprechen und die speziellen Risiken erfas

sen, die von Viren ausgehen können. 

Nach dem Stand der wissenschaftlichen Erkenntnis kann angenommen wer

den, daß zahlreiche insektenpathogene Viren, insbesondere aus der Fami

lie der Baculoviridae, als infektiöses Agens die Gesundheit von Mensch 

und Wirbeltieren nicht gefährden. Zur Vermeidung jeglicher Risiken ist 

es jedoch notwendig, einen Forderungskatalog von Prüfungen zu definieren, 

der 

die Bedingungen bei Produktion und Anwendung insekten

pathogener Viren bestimmt 

un.d Prüfungen zur Beurteilung der gesundheitlichen u.nd 

umweltbezogenen Unbedenklichkeit vorschreibt. 

De.r Katalog von Prüfungen sollte nicht als starres Prüfmuster angesehen 

werden, vielmehr sollten in einer Dialogphase zwischen Antragsteller, 

Sachverständigen und Zulassungsbehörde die endgültige Form der Ver

suchsanstellung und die Notwendigkeit weiterer .Untersuchungen abge

stimmt werden. 

Der vorliegende Prüfungskatalog ist im Hinblick auf die Prüfung und Zu

lassung von Pflanzenschutzmitteln aus insektenpathogen�n Viren schlecht

hin erstellt worden. Allerdings sind im nationalen wie internationalen 

Bereich mit hoher Wahrscheinlichkeit auf längere Sicht Anträge auf Zu

lassung als Pflanzenschutzmittel nur bei Baculoviren zu erwarten, weil 
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hier die meisten Ergebnisse und Erfahrungen hinsichtlich Biologie, Tena

zität (Widerstandsfähigkeit eines Mikroorganismus gegenüber äußeren Ein

flüssen), Wirtsspezifität usw. vorliegen. In diesen Fällen, vor allem 

bei den am meisten erforschten Vertr:etern dieser Familie, sind ·Erleich

terungen bei den Prüfungen und Auflagen zu erwarten. 

Wegen der besonderen Eigenschaften insektenpathogener Viren im Vergle:ich 

zu chemischen Wirkstoffen muß in dieser Richtlinie auch auf den Produk

tionsbereich und die notwendigen Qualitätskontrollen eingegangen werden. 

Auch müssen die Ausstattung der Produktionsstätten und die Qualifikation 
* 

des Personals bestimmten Kriterien entsprechen 

Die in Abschnitt I - Auflagen für die Virusproduktion und Anforderungen 

im Rahmen der Qualitätskontrolle - genannten Bedingungen sollen eine mög

liche Veränderung c!es Virus-Wirt.,-Systems verhindern bzw. eine wider Er

warten eingetretene Veränderung noch vor dem Inverkehrbringen des Pflan

zenschutzmittels erkennen lassen. 

Als Veränderung des Virus-Wirt-Sys�ems sind gleichermaßen Virus- und/oder 

Wirtsmutanten sowie eine Veränderung der Wirkungsbreite des bet�effenden 

Virus zu verstehen. Die Umstellung des Produktionssystems auf ein Wirts

system, das höhere Virusausbeuten erlaubt, ist da�it nicht grundsätzlich 

ausgeschlossen. Darüber hinaus sollen durch die genannten Bedingungen die 

Stabilität derartiger Virus-Wirt-Systeme sowie Kontamination mit Fremd

viren kontrolliert werden. 

Die Untersuchungen zur gesundheitlichen Risikoabschätzung (Abschnitt II) 

sollen den besonderen - von chemischen Pflanzenschutzmitteln abweichen

den - Eigenschaften der insektenpathogenen Viren Rechnung tragen. Wegen 

der zumeist fehlenden toxischen und pathogenen Eigenschaften gegenüber 

Säugern, Vögeln, Fischen usw. werden die üblichen Kennwerte (Schwellen

dosen, "no-effect�level", LD SO-Angaben) nicht zu ermitteln und Ergeb

nisse nur in Form von ja/nein-Aussagen verwertbar sein. 

WHO Grundregeln (GMP) Kommentar zum Fragebogen für die Uberwachung 
pharmazeutischer Industriebetriebe, W. Oeser und R. Strohecker, 2. Auf
lage, Wissenschaftliche Verlagsanstalt Stuttgart, 1979. 

Oder: Richtlinien für Laboratorien, Ausgabe 4, 1980, Hauptverband der 
gewerblichen Berufsgenossenschaften, Zentralstelle für Unfallverhütung 
und Arbeitsmedizin, Langwartweg 103, 5300 Bonn 1, Fachausschuß "Chemie". 
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Um der Zweckbestimmung des Pflanzenschutzgesetzes gerecht zu werden, ist 

es jedoch unerläßlich, auf eventuelle Auswirkungen auf Wirbeltiere urid 

andere Nicht-Zielorganismen (bestimmte Invertebraten, z. B. Wasserorganis

men) zu untersuchen, damit die Sic.herheit aut:h auf diesem Gebiete gewähr

leistet ist und ggf. entsprechende Auflagen bei der Zulassung erteilt wer

den können. 

Zur Beurteilung des Verhaltens im·Boden und Wasser sollen bei insekten

pathogenen Viren die gleichen oder vergleichbare Kriterien gelten wie bei 

der Prüfung chemischer Pflanzenschutzmittel. Hierbei sind die beiden wich

tigsten substanzspezifischen Eigenschaften die Beständigkeit und die Mobi

lität im Boden. 

Untersuchungen zum Verhalten insektenpathogener Viren in Wasser müssen 

in bestimmten Fällen vorgesehen werden, weil solche Informationen für die 

Beurteilung möglicher Auswirkungen auf Wasserorganismen und für Trinkwasser

schutzfragen Bedeutung haben. Sowohl die eher toxikologisch orientierten 

Prüfungen an Wirbeltieren (s. Abschnitt II) und Prüfungen mit Invert�bra

ten .(s. Abschnitt III/2) als auch die Untersuchungen zum Verhalten in Bo

den und Wasser .(s. Abschnitt IV) sind in der Regel für das jeweilige (zum 

Einsatz als Pflanzenschutzmittel vorgesehene) Virus wie bei den chemischen 

Pflanzenschutzmitteln im Vorfeld,der Produktion mit einer repräsentativen 

Virus-Charge durchzuführen und werden daher voraussichtlich "einmalige" 

Prüfungen sein. Untersuchungen nur an einem repräsentativen Modellvirus 

werden in der Regel nicht akzeptabel sein. Im Produktionsbereich sind re

gelmäßige Qualitätskontrollen der Chargen unerläßlich. 

Die in den Abschnitten II und IV geforderten Untersuchungen sind in der 

Regel mit dem unformulierten Viruspräparat im Vorfeld der Produktion durch

zuführen. Entsprechendes gilt auch für die unter dem Aspekt des Gewässer

schutzes .(Wasserqualität) vorgesehenen Untersuchungen zur Daphnientoxizität 

(Abschnitt III/2). Nur in besonderen Verdachtsfällen sollte das Viruskon

zentrat der laufenden Pro�uktion nochmals untersucht werden. 

Über die Toxizität der zur Herstellung des Handelspräparates verwendeten 

Beistoffe.und Formulierungshilfsmittel sind Unterlagen vorzulegen, die eine 

gesundheitliche Beurteilung erlauben. 
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I. Auflagen für die Virusproduktion und Anforderungen im Rahmen der Qualitätskontrolle
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1 Stamm- und Saatvirus: 

1.1 

1.2 

Als Ausgangsmaterial ist ein aus Insekten iso
liertes Stammvirus zu verwenden 

Saatvirus-Chargen sind ausschließlich in natür
lich empfänglichen Insekten herzustellen 

1.2.1 Für Virusproduktion in vivo,werden bei Viren 
mit Einschließungskörpern dieie als Saatvirus 
benutzt 

1.2.2 Für Virusproduktion in vitro werden bei Viren 
mit Einschließungskörpern nicht eingeschlossene 
("ausgeschleuste") Virion,en aus den Larven ge
wonnen und als Saatvirus benutzt 

1.3 Virusproduktion und Qualitätskontrolle 

Die Eigenschaften des produzierten Virus müssen 
der verwendeten Saatvirus-Charge entsprechen 

erforderliche Prüfungen/Maßnahmen/Angaben  

1.1 

1.2 

1.3 

Die Kenntnis der Herkunft und Eigenschaften des 
•

.
Virus (Isolierung, Wirtsspektrum, Typendifferen
zierung) 

Nachweis der Identität jeder Saatvirus-Charge: 
Analyse der biochemischen und/oder serologischen 
Eigenschaften; Prüfung auf Konstanz der Effizienz 
im Biotest (LD50), 

Am Endprodukt muß eine virologische Identitäts
prüfung durchgeführt werden. Es ist nachzuwei
sen, daß das Endprodukt frei von menschen- bzw. 
wirbeltierpathogenen Fremdviren ist: Es sind 
zwei Blindpassagen mit produziertem Virusmate
rial auf menschlichen diploiden Lungenzellen 
sowie embryonalen ,Hühnerfibroblasten durchzu-
führen. 

Ggf. sollte auch eine permanente Fischzellinie 
(z.B. RTG-2 von einer Salmonide) eingesetzt 
werden 

..,.. 



Bedin.&.!!.!!.&en 

1.3.1 � produziert: 

Passage im originären Wirt 

Die Anzahl der direkten Viruspassagen im Ver
lauf der Produktion, ausgehend von einer Saat
virus-Charge, darf 20 nicht überschreiten 

1.3.2 in vitro produziert: 

Passage in der Zellkultur 

Die Anzahl der direkten Viruspassagen im Ver
lauf der Produktio_n, ausgehend von einer S_aat
virus-Charge, darf 20 nicht überschreiten 

2 Wirtssystem bzw. Wirtszellsystem 

2ol 

2o2 

Die für die Virusvermehrung verwendeten Wirts
systeme müssen definiert sein 

in vivo-System 

in vitro-System 

erforderliche Prüfungen/Maßnahmen/A ngaben 

2.1 

2.2 

Nachweis des Freiseins von menschen- bzw •. wirbel
tierpathogenen Bakterien (Salmonella, Shigella, 
Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus) und Be
stimmung der Kontaminationsrate bzgl. Bakterien 
und Pilzen. 

Es wird empfohlen, den Fremdvirus-, Bakterien
und Pilznachweis in staatlichen Untersuchungs
ämtern bzw. geeigneten Speziallaboratorien aus
führen zu lassen. 

taxonomische Bestimmung des Wirtes, Herkunft 

Es ist kontinuierlich der Nachweis der Iden
tität der verwendeten Zellkultur zu erbringen 

Ln 
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3 Der Nachweis der Wirtsspezifität oder der engen 
Selektivität des Virus bei Invertebraten ist· aus 
ökologischen Gründen zu erbringen 

4 Vom Antragsteller sollten regelmäßig - z. B. 
jährlich·- Berichte über den Umfang des Ein
satzes (z. B. verkaufte Menge an Viruspräpa
raten), Informationen über besondere Vorkomm
nisse wie Auswirkungen auf Anwender und Umwelt 
an die Zulassungsbehörde ·gegeben werden 

erforderliche Pr üfungen/Maßnahmen/Angaben 

4 Ergeben sich durch die Anwendung Hinweise auf 
unerwünschte Nebenwirkungen, kann die Zulassungs- � 
behörde gezielte Untersuchungen (Felduntersuchun-
gen) zur Aufklärung der Verdachtsmomente vom An
tragsteller fordern 

°' 
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II. Toxikologische Untersuchungen an Vertebraten

Die folgenden Untersuchungen sind mit dem unformulierten Virusko.nzentrat 

(Produktionsstandard) durchzuführen, um .für den Herstellungs- und Anweri

derbereich Sicherheitsmaßnahmen empfehlen zu ·können. 

Als praxisbezogene� Richtwert für die Dosierung sollte bei oraler Appli

kation die Aufwandmenge an Viren,. die auf 0,5 ha ausgebracht wird, pro kg 

Körpergewicht verabreicht werden. Bei den übrigen Applikationsformen ist 

die Dosierung jeweils entsprechend der Durchführbarkeit der Versuche ab

zuändern. 

1 Untersuchung an Säugern 

1.1 Einfachap!)likation 

1.1.1 akut oral Ratte 

1.1.2 akut inhalativ Ratte (4 h/Tag, 14 Tage Nachbeobachtung) 

1.1.3 Hautreiztest und Augenreiztest 

(Der Augenteiztest ist nicht durchzuführen, wenn ätzende oder 
reizende Eigenschaften im Hautreiztest nachgewiesen wurden) 

1.2 Mehrfachapplikation 

1. 2 .1 Sensibilisierungstest dermal (Meei;-schwefnchen) 

1.2.2 Sensibilisierungstest inhalativ (Meerschweinchen) 

(Das Dosierungsschema soll dem dermalen Sensibilisierungs
test entsprechen, wobei die Konzentrationen den realisti
schen Expositionsgrößen bei der Anwendung anzugleichen sind) 

1.3 Prüfung auf mutagene Wirkungen 

1.3.1 cytogenetische Untersuchungen an Säugerzellen in vitro 

1.4 Langzeituntersuchungen 

einschließlich der Prüfung auf mögliche karzinogene Wirkung 
werden zunächst nicht als unbedingt erforderlich angesehen. 
Das gleiche gilt für Untersuchungen zur Teratogenität und 
Reproduktion. Die vorliegenden Kenntnisse hierzu sind aus
zuwerten und in eine gesundheitliche Bewertung aufzunehmen. 

2 Untersuchungen an Vögeln 

2.1 Einfachapplikation 

oral, 1 vorzugsweise .insektenfressende Art 
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2.2 ggf. Mehrfachapplikation 

2.3 ggf. oral: Applikation virusinfizierter Insektenlarven 

3 Untersuchungen an Fischen 

3.1 Es sind Untersuchungen an 2 Fischarten durchzuführen 

(z. B. eine Salmoniden- und eine Cyprinidenart) 

4 ggf. Untersuchungen an anderen Vertebraten 

III. Untersuchungen an Invertebraten

(Nicht-Ziel-Invertebraten) 

Die in diesem Abschnitt aufgeführten und unter dem Gesichtspunkt ökologischer 

Auswirkungen geforderten Untersuchungen_ (zur Daphnientoxizität vgl. auch S. 3 

unten) dienen der Abschätzung, inwieweit eine Beeinträchtigung der bei einem 

Einsatz von Viruspräparaten unbeabsichtigt getroffenen Wirbellosenfauna zu 

erwarten ist. Die Versuche sind daher stets mit dem-fertig formulierten Pro

dukt vorzunehmen. 

In Absprache zw�schen dem Antragsteller und der Biologischen Bundesanstalt 

für Land- und Forstwirtschaft (Abteilung für Pflanzenschutzmittel und Anwe·n

dungstechnik) wird im Einzelfall festgelegt, welche Untersuchungen nach den 

jeweiligen Erfordernissen und Möglichkeiten durchzuführen sind. 

Obligatorische Untersuchungen: 

1 Untersuchungen an Pollinatoren: Honigbiene; entsprechend Richt
linie Nr. 23 - 1 der Biologischen Bundesanstalt) 

2 Untersuchungen an Wasserorganismen 

2.1 Daphnientoxizitat 

Darüber hinaus können im -�ahmen der Selektivitätsprüfung bei insektenpath�

genen Viren weitere Untersuchungen erforderlich werden: 

3 Untersuchungen an Entomophagen (Richtlinien zum Teil veröffentlicht, 
ansonsten bei der Biologischen Bundesanstalt erhältlich) 

3.1 relevante Prädatoren (z. B. Chrysopa sp.) 

3.2 relevante Parasiten (z. B. Trichogramma sp.) 



4 Untersuchungen an Bodentieren 
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4.1 relevante Primärzersetzer (z. B. Regenwurm; 

- Richtlinie in Vorbereitung-)

IV. Untersuchungen zur U m weltbelastung 

1 Untersuchungen zum Verhalten auf dem behandelten Substrat 

(Rückstandsuntersuchungen) 

2 Untersuchungen zum Verhalten im Boden 

2.1 Versickerungsverhalten 

(entsprechend Merkblatt Nr. 37 der Biologischen Bundesanstalt) 

2.2 Beständigkeit im Boden 

- soweit keine stichhaltige Literatur vorliegt -

3 Untersuchungen zum Verhalten im Wasser 

Bei Untersuchungen von Viren im Wasser auf Transportverha1ten 
und Infektiosität sind die üblichen Parameter zu berücksich
tigen. 


