
附表１．in vivo標準試験法の比較

EN1499 EN1500 EN12791 ASTM E1174 ASTM E2276 ASTM E2613

試験概要 医療従事者対象の衛
生的手洗い

医療従事者対象の衛
生的手指擦式

外科的衛生手洗いお
よび手指擦式

医療従事者対象の手
洗い製剤の有効性評
価

成人の指腹を使用す
る衛生的手洗い/手
指擦式剤の細菌除去
効果を決定するため
の標準試験法

成人の指腹を使用す
る衛生的手洗い/手
指擦式剤の真菌除去
効果を決定するため
の標準試験方法

適用製品形状 固形、溶液 固形、溶液 固形、液体 液体 液体、ジェル、泡 液体、ジェル、泡

評価項目（即効性） 消毒直後のみ評価 消毒直後のみ評価 消毒直後 Log10の減少率 乾燥後の生存細菌の
数の差

乾燥後の生存真菌の
数の差

　　　　（持続性） 記載なし 記載なし 3時間後 各回復間隔/洗浄で
のLog10の減少率

一定時間後後の生菌
数の差

一定時間後の生菌数
の差

使用する微生物
（ウイルスを含む）

Escherichia coli
K12 (NCTC 10538)

Escherichia coli
K12 (NCTC 10538)

健常人ボランテイア
の皮膚常在菌

Serratia
marcescens (ATCC
14756)
Escherichia. Coli
(ATCC 11229)

no Candida albicans
(ATCC 10231)
Aspergillus niger
(ATCC 64958)

試験の手順 メーカー推奨量で30
ないし60秒間スクラ
ブ（対照；5mL、60
秒間スクラブ）

メーカー推奨量で30
ないし60秒間ラビン
グ（対照；3mL、30
秒間ラビングを2
回）

メーカー推奨量で最
長5分間ラビング
（対照；3mL、2回、
3分間ラビング）

グローブジュース法
により行う。
試験微生物で汚染さ
れた手に試験品を適
用し、残存した微生
物をグローブに回収
する。

Finger pad test Finger pad test

評価の指標 ログ削減が対照（非
薬用石鹸）よりも優
れる

ログ削減が対照
（60%v/vイソプロパ
ノール）より劣らな
い

ログ削減が対照
（60%v/vイソプロパ
ノール）より劣らな
い

菌数の初発菌数に
対する対数減少

乾燥による細菌の生
存能力の喪失

乾燥による真菌の生
存能力の喪失

参考文献番号 1～7 1～5, 8 1, 8 74～78 13～18 17, 19～23, 36
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附表２．in vitro標準試験法の比較

EN1040 EN13727 EN13624 ASTM E2315

試験概要 基本的な殺菌活性を評価する
ための定量的懸濁試験

医療分野での化学消毒剤の殺
細菌活性を評価するための定
量的懸濁試験

医療分野での化学消毒剤の殺
真菌活性、殺酵母活性を評価
するための定量的懸濁試験

タイムキルプロシージャを使
用する抗菌活性評価のための
標準ガイド

適用製品形状 固形、溶液 液体 液体 液体

評価項目（即効性） Log10の減少率 Log10の減少率 Log10の減少率 Log10の減少率

使用する微生物
（ウイルスを含む）

Pseudomonas aeruginosa
（ATCC 15442）
Staphylococcus aureus
（ATCC 6538）

Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442)
Staphylococcus aureus
(ATCC 6538)
Enterococcus hirae
(ATCC 10541)
Escherichia coli K12
(NCTC 10538)

Candida albicans
(ATCC 10231, CIP 4872, DSM
1386, CBS 6431, NCTC 3179)

特記なし

試験の手順 薬液：蒸留水：菌液を8：1：1
で混合して作用

薬液：負荷物質：菌液を8:1:1
で混合して作用

負荷物質：
0.3g/Lウシアルブミン溶液
（擦式消毒剤）
3g/Lウシアルブミン溶液3mL/L
ヒツジ赤血球（洗浄消毒剤）

薬液：負荷物質：菌液を8:1:1
で混合して作用

負荷物質：
0.3g/Lウシアルブミン溶液
（擦式消毒剤）
3g/Lウシアルブミン溶液と
3mL/Lヒツジ赤血球（洗浄消毒
剤）

Time-Kill test

評価の指標 5log10以上 5log10以上 4log10以上
（洗浄手指消毒剤の場合は
2log10以上）

細菌、真菌に対する処理のの
ち何秒でどのくらいが死滅す
るか

その他 微生物種は擦式手指消毒剤及
び洗浄手指消毒剤の試験のた
めの最小スペクトラム

微生物種は擦式手指消毒剤及
び洗浄手指消毒剤の試験のた
めの最小スペクトラム（酵母
の指定はない）

参考文献番号 9 9 9 24～33
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試験概要

適用製品形状

評価項目（即効性）

使用する微生物
（ウイルスを含む）

試験の手順

評価の指標

その他

参考文献番号

GB 15981 ASTM E2197 AOAC Use-Dilution Methods

消毒と滅菌効果の評価方法と
標準

化学物質の殺菌、殺ウイルス、殺菌、殺マイコバ
クテリア、および殺胞子活性を決定するための標
準的な定量的ディスクキャリア試験法

液体 液体 液体

Log10の減少率 Log10の減少率

ウイルスの場合は感染した宿主細胞のLog10の減
少率

記載なし

Escherichia coli
(ATCC 8099)
Staphylococcus aureus
(ATCC 6538)
Candida albicans
(ATCC 10231)
ポリオウイルス Ⅰ型ワクチン
株

※手消毒剤の一般要件を定め
たGB 27950による指定

Styphylococcus aureus
(ATCC 6538)
Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442)
Conidia of Trichophyton metagrophyton
(ATCC 9533)
Candida  albicans
(ATCC 10231)
Candida of Aspergillus niger
(ATCC 64958)
Mycobacterium terrae
(ATCC 15755)
Spores of Bacillus subtilis
(ATCC 19659)
Spores of Closiridium sporogenes
(ATCC 7955)
Human adenovirus
(ATCC VR-1516)
Hepatotis A virus strain HM-175
(ATCC VR-1402)
Canine parvovirous strain Cornell 780916-80
(ATCC VR-2017)
Feline calicivirus F9
(ATCC VR-782)
Human Rhinovirus 37 or 14
(ATCC VR-1147, VR284)
Human Rotavirus strain Wa
(ATCC VR-2018)
Murine Norovirus(strain S99 or MNV-1)

Styphylococcus aureus
(ATCC 6538)
Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 15442)
Salmonera enterica
(ATCC 10708)

懸濁法／キャリア法 標準定量ディスク担体検査方法 定性的試験法

懸濁法
E. coli　≧5.00
S. aureus　≧5.00
C. albicans　≧4.00
ポリオウイルス　≧4.00
キャリア法
E. coli　≧3.00
S. aureus　≧3.00
C. albicans　≧3.00
ポリオウイルス　≧4.00

汚染された表面における標的生物の生存能力の対
数減少を評価

ウイルスの場合は宿主細胞に感染する力の対数減
少を評価

培養後の菌の発育の有無

懸濁法とキャリア法がある 菌の発育の有無評価

なし 34～49
50～60（但し955.14は56,57を除
く）
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試験概要

適用製品形状

評価項目（即効性）

使用する微生物
（ウイルスを含む）

試験の手順

評価の指標

その他

参考文献番号

EN 14476 ASTM E1052

医療分野での殺ウイルス活性を評価するための定量的懸濁
液試験

懸濁液中のウイルスに対する殺菌剤の活性を評価するための標準的な方
法

液体 液体

Log10の減少率 記載なし

Poliovirus type 1, LSc 2ab (Picornavirus)
Murine norovirus, strain S99 Berlin
Adenovirus type 5, strain Adenoid 75 (ATCC VR-5)
Murine Parvovirus, minute virus of mice, strain
Crawford (ATCC VR-1346)
Modified vaccinia virus Ankara (MVA) (ATCC VR-1508)
or vaccinia virus strain Elstree
(ATCC VR-1549)

Adenovirus, Type 2 or Type 5 (ATCC VR-846, VR-5)
 Cell line options: Human Lung Carcinoma (A549) [CCL-185],
 HEp-2. [CCL-23], Vero [CCL-81]
Canine Parvovirus, Cornell-780916-80 strain (ATCC VR-2017)
 Cell line option: A72 [CRL-1542]
Cytomegalovirus, strain AD-169 (ATCC VR-538)
 Cell line options: Human diploid lung (MRC-5 [CCL-171] or
                    WI-38 [CCL-75])
Feline calicivirus, strain F-9 (ATCC VR-782)
 Cell line option: CRFK [CCL-94]
Hepatitis A Virus, HM-175 strain (ATCC VR-2093)
 Cell line options: FRhK-4 [CRL-1688]
Herpes simplex virus, Type 1, strain F (1) (ATCC VR-733)
 Cell line options: VERO [CCL-81], HEp-2 [CCL-23]
Influenza A, A/Hong Kong/8/68, A/PR/8/34 (ATCC VR-544, VR-95)
 Cell line options: Madin-Darby Canine kidney (MDCK) [CCL-34];
                    Rhesus monkey kidney (LLC-MK2) [CCL-7]
Murine Norovirus
 Cell line: RAW 264.7 [TIB-71]
Respiratory syncytial virus, Long strain (ATCC VR-26)
 Cell line options: HEp-2 [CCL-23], MRC-5 [CCL-171]
Rhinovirus, Type 14 or 37 (ATCC VR-284, VR-1607)
 Cell line options: MRC-5 [CCL-171], WI-38 [CCL-75], HeLa T4+
Rotavirus, Wa strain (ATCC VR-2018)
 Cell line options: MA-104 [CRL-2378.1] or African green monkey
                   kidney (CV-1) [CCL-70].
Vaccinia, WR strain, (ATCC VR-119)
 Cell line options: VERO [CCL-81], HEp-2 [CCL-23]

薬液：負荷物質：ウイルス液を8:1:1で混合して作用

負荷物質：
0.3g/Lウシアルブミン溶液（擦式消毒剤）
3g/Lウシアルブミン溶液と3mL/Lヒツジ赤血球（洗浄消毒
剤）

薬液：ウイルス液を9:1で混合して作用

4log10以上 記載なし

微生物種は擦式手指消毒剤及び洗浄手指消毒剤の試験のた
めの最小スペクトラム
試験微生物を維持する方法としてEN 12353を挙げている

ウイルスの他、宿主を指定している
土壌負荷が必要な場合は、ウイルス懸濁液に追加

61～73 11,12
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附表３．標準試験法の参照文献

TITLE
参照している標
準

1
European Pharmacopeia – edition 2002 (monographies): water for injection; (reagents):potassium
hydroxide; ethanol 96 %; sulphuric acid 10 %; phenolphthalein; hydrochloric acid; sodium hydroxide
solution; petroleum ether; anhydrous sodium sulphate; polysorbate 80

EN 1499
EN 1500
EN12791

2
The National Collections of Industrial & Marine Bacteria Ltd Catalogue of Strains (1994), ISBN No.:0
9510269 3 3

EN 1499
EN 1500

3
Gentechnik-Sicherheitsverordnung (GenTSV) vom 14. März 1995, Anh. II A in Kombination mit § 6, Abs. 4,
Nr. 4

EN 1499
EN 1500

4
Council Directive 93/88/EEC of 12 October 1993 amending Council Directive 90/679/EEC on the protection
of workers from risks related to exposure to biological agents at work. OJEC No. L268/71 of 29.10.1993

EN 1499
EN 1500

5
Council Directive 90/679/EEC of 26 November 1990 on the protection of workers from risks related to
exposure to biological agents at work. OJEC No. L374/1 of 31.12.1990

EN 1499
EN 1500

6 Siegel, S. (1956). Non-parametric statistics for the behavioral sciences, 75-83 New York: McGraw-Hill. EN 1499

7
Wilcoxon F. Wilcox RA (1964). Some rapid approximate statistical procedures. Pearle River, N.Y.: Lederle
Laboratories.

EN 1499
EN12791

8
Lehmann E.L. Nonparametrics: Statistical Methods Based on Ranks. San Francisco: Holden-Day. 1975;
StatXact™ or SAS™ (with macro)

EN 1500
EN 12791

9 European Pharmacopoeia (EP), Edition 1997 supplement 2000, Water for injections.

EN1040
EN13727
EN13624
EN14348

10
EN 1040:2005, Chemical disinfectants and antiseptics — Quantitative suspension test for the evaluation
of basic bactericidal activity of chemical disinfectants and antiseptics — Test method and requirements
(phase 1)

EN 13624

11
CDC-NIH, Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, Fifth
Edition, U.S. Department of Health and Human Services, Washington, DC, May
2009.

ASTM E1052

12
Schmidt, N. J., Lennette, D. A., and Lennette, E. T., and Lennette, E. H.,eds.,
Diagnostic Procedures for Viral, Rickettsial and Chlamydial Infections, 7th Edition,
Am. Pub. Hlth. Assoc., Washington, DC, 1995 .

ASTM E1052

13
Mbithi, J. N., Springthorpe, V. S., Boulet, J., and Sattar, S. A. Survival of Hepatitis A Virus on Human
Hands and Its Transfer on Contact with Animate and Inanimate Surfaces. Journal of Clinical Microbiology
, Vol 30, 1992, pp. 757—763.

ASTM E2276

14
Sattar, S. A., Abebe, M., Bueti, A., Jampani, H., and Newman, J. Determination of the activity of an
alcohol-based hand gel against human adeno-, rhino-, and rotaviruses using the fingerpad method.
Infection Control & Hospital Epidemiology, Vol 21, 2000, pp. 516—519.

ASTM E2276

15
CDC-NIH, Biosafety in Microbiological and Biomedical Department Laboratories, 4th ed., U.S. Department
of Health and Human Services, U.S. Government Printing Office, Washington, DC, 1999.

ASTM E2276

16
Ansari, S. A., Sattar, S. A., Springthorpe, V. S., Wells, G. A., and Tostowaiyk, W. In Vivo Protocol for
Testing Efficacy  of Hand-Washing Agents Against Viruses and Bacteria: Experiments With Rotavirus and
Escherichia coli. Applied and Environmental Micro- biology , Vol 55, 1989, pp. 3113—3118.

ASTM E2276

17
Ansari, S. A., Springthorpe, V. S., and Sattar, S. A. Comparison of Cloth-, Paper- and Warm Air-Drying
in Eliminating Viruses and Bacteria from Washed Hands. American Journal of Infection Control, Vol 19,
1991, pp. 243-249.

ASTM E2276,
ASTM2613

18 AOAC International, Official Methods of Analysis of the AOAC, Arlington, VA, 1990 ASTM E2276

19
Alangaden GJ. Nosocomial fungal infections: epidemiology, infection control, and prevention. Infectious
Disease Clinics of North America. 2011;25;201—225.

ASTM E2613

20
Sardi JC, et a1. Candida species: current epidemiology, pathogenicity, biofilm formation, natural
antifungal products and new therapeutic options. Journal of Medical Microbiology. 62(Pt 1):10-24, 2013.

ASTM E2613

21
CDC-NIH, Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories. 54th ed., U.S. Department of Health
and Human Services, U.S. Government Printing Office, Washington, DC. 2009

ASTM E2613

22 AOAC International, Official Methods of Analysis of the AOAC, Arlington, VA, 19th edition, 2012. ASTM E2613

23
Traoré, 0., Springthorpe, V. S., and Sattar, S. A. A Quantitative Study of the Survival of Two Species
of Candida on Porous and Non-porous Environmental Surfaces and Hands. Journal of Applied Microbiology,
Vol 92, 2002, pp. 549—555.

ASTM E2613

24
Russell, A. D., Principles of Antimicrobial Activity and Resistance, Disinfection, Sterilization, and
Preservation, Fifth Edition, Block, S., Ed., Lea & Febiger, Philadelphia, Chapter 3, 2001, pp. 31-56.

ASTM E2315

25
Weavers, L. K. and Wichramanayake, G. B., Kinetics of the Inactivation of Microorganisms. Disinfection,
Sterilization, and Preservation, Fifth Edition, Block, S., Ed., Lea & Febiger, Philadelphia, Chapter 5,
2001, pp. 65-78

ASTM E2315

26
Cremieux, A., Freney, J., and Davin-Regli, A. Method of Testing Disinfectants. Disinfection,
Sterilization, and Preservation, Fifth Edition, Block, S., Ed., Lea & Febiger, Philadelphia, Chapter 68,
2001, pp. 1305-1328.

ASTM E2315

27
Hobson, D. W. and Bolsen, K. Methods of Testing Oral and Topical Antiseptics and Antimicrobials.
Disinfection, Sterilization, and Preservation, Fifth Edition, Block, S., Ed., Lea & Febiger,
Philadelphia, Chapter 69, 2001, pp. 1329-1360.

ASTM E2315
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TITLE
参照している標
準

28
Grab, L. A. and Bennett, M. K. Methods of Testing Sanitizers and Bacteriostatic Substances.
Disinfection, Sterilization, and Preservation, Fifth Edition, Block, S., Ed., Lea & Febiger,
Philadelphia, Chapter 71, 2001, pp. 1373-1382.

ASTM E2315

29
Beausoleil, C. M. A Guide for Validation of Neutralizer Systems Used in Topical Antimicrobial Eflicacy
Evaluations. Handbook of Topical Antimicrobials, Paulson, D. S., Ed., Marcel Dekker, Chapter 24, 2003,
pp. 365-376

ASTM E2315

30
Jeng, D. K. Testing Methodology of Preoperative Skin Preparation and Surgical Scrub as Over-the-Counter
Drugs. Handbook of Topical Antimicrobials, Paulson, D. S., Ed., Marcel Dekker, Chapter 25, 2003, pp.
377-393.

ASTM E2315

31
The Food and Drug Administration (FDA), Tentative Final Mono- graph for Health-Care Antiseptic Drug
Products’, Proposed Rule 59 Federal Register 31402-31451, June 17, 1994.

ASTM E2315

32
Jorgensen, J. H., Turnidge, J. D. Susceptibility Test Methods: Dilution and Disk Diffusion Methods.
Manual of Clinical Microbiology, 9th Edition, ASM Press, Chapter 73, 2007, pp. 1152-1172.

ASTM E2315

33
Clinical and Laboratory Standards Institute, Standard M7-A9. Methods for Dilution Antimicrobial
Susceptibility Tests for Bacteria That Grow Aerobically, Seventh Edition, Clinical and Laboratory
Standards Institute, Wayne, PA, 2006.

ASTM E2315

34

Sattar, S. A. and Springthorpe, V. S. New methods for efficacy testing of disinfectants and antiseptics.
In Disinfection, Sterilization and Antisepsis: Principles and Practices in Healthcare Facilities, W.A.
Rutala ed., Association for Practitioners in Infection Control and Epidemiology, Inc., Washington , DC
2001, pp. 173- 186.

ASTM E2197

35
Majcher, M. R., Bernard, K. A., and Sattar, S. A. Identification by quantitative carrier test of
surrogate spore-forming bacteria to assess sporicidal chemicals for use against Bacillus anthracis.
Appl. Envi­ ron. Microbial , Vol 74, 2008, pp. 676-681.

ASTM E2197

36
Traore, 0., Springthorpe, V. S., and Sattar, S. A. Testing chemical germicides against Candida species
using quantitative carrier and fingerpad methods. J. Hosp . Infect , Vol 50, 2002, pp. 66--75.

ASTM E2197
ASTM E2613

37
Springthorpe, V. S. and Sattar, S. A. Carrier tests to assess microbicidal activities of chemical
disinfectants for use on medical devices and env ironment al surfaces. J. AOAC Int., Vol 88, 2005, pp.
182-201.

ASTM E2197

38
Springthorpe, V. S. and Sattar, S. A. Application of a quantitative carrier test to evaluate
microbicides against mycobacteria. J. AOAC Int., Vol 90 , 2007, pp. 817-824.

ASTM E2197

39
Lloyd-Evans, N., Springthorpe, V. S. and Sattar, S. A. Chemical disinfection of human rotavirus-
contaminated inanimate surfaces. J. Hyg. , Vol 97, 1986, pp. 163-173.

ASTM E2197

40
Sattar, S. A., Springthorpe, V. S., Adegbunrin 0., Zafer, A. A., and Busa M. A disc-based quantitative
carrier test method to assess the virucidal activity of chemical germicides. J. Viral. Methods , Vol
112, 2003, pp. 3-12.

ASTM E2197

41
Public Health Service, Centers for Disease Control and Prevention, and National Institutes of Health,
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories , 5th ed., U.S. Department of Health and Human
Services, Washington, DC, December 2009.

ASTM E2197

42
Sharpe , A. N. and Perterkin , P. I. Membrane Filter Food Microbiology, John Wiley & Sons, New York,
N.Y., 1988.

ASTM E2197

43
American Chemical Society, Reagent Chemicals, American Chemical Society Specifications, Washington, DC,
1993.

ASTM E2197

44
United States Pharmacopoeia and National Formulary, Analar Stan­ dards for Laboratory Chemicals, U.S.
Pharmacopoeia! Convention, Inc. (USPC), Rockvi lle , MD.

ASTM E2197

45 Analar Standards for Laboratory Chemicals, BDH Ltd., Poole, Dorset, U.K. ASTM E2197

46
Freshney, R. I., Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Techniques, Wiley-Liss Inc., New York, NY,
2000.

ASTM E2197

47
Schmidt, N. J., Lennette, D. A., Lenne tte, E. T., Lennette, E. H., and Emmons, R. W., Diagnostic
Procedures for Viral, Rickettsial, and Chlamydia/ Infections, 7th ed., Am. Pub. Hlth. Assoc.,
Washington, DC, 1995.

ASTM E2197

48
Sattar, S. A. and Springthorpe , V. S. Methods for testing the virucidal activity of chemicals. In
Disinfection, Sterilization and Preservation, 5th ed., Block, S.S. (ed.), Lippincott Williams & Wilkins
, Philadelphia , PA, 2001, pp. 1391- 1412.

ASTM E2197

49
DeVries, T. A. and Hamilton, M. A. Estimating the antimicrobial log reductions: Part 1: Quantitative
assays. Quant Mic robial, Vol 1, 1999, pp. 29-45.

ASTM E2197

50 J. Bacteriol. 49, 526(1945).
AOAC Use-
Dilution
Methods

51 Am. J. Vet. Res. 9, 104(1948).
AOAC Use-
Dilution
Methods

52 JAOAC 36, 466(1953).
AOAC Use-
Dilution
Methods

53 JAOAC 70, 318(1987).
AOAC Use-
Dilution
Methods

54 JAOAC 71, 117(1988).
AOAC Use-
Dilution
Methods

55 JAOAC 72, 116(1989).
AOAC Use-
Dilution
Methods
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TITLE
参照している標
準

56 J. AOAC Int. 92, 1531(2009).
AOAC Use-
Dilution
Methods

57 J. AOAC Int. 95, 1059(2012).
AOAC Use-
Dilution
Methods

58
ASTM International Method E 1054-Standard Test Methods for Evaluation of Inactivators of Antimicrobial
Agents.

AOAC Use-
Dilution
Methods

59
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005) 21st Ed., American Public Hearth
Association, Washington, DC, USA.

AOAC Use-
Dilution
Methods

60
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories (1999) 4th Ed., U.S. Department of Health and
Human Services, Public Health Service, Centers for Disease Control and Prevention and National
Institutes of Health.

AOAC Use-
Dilution
Methods

61 EUROPEAN PHARMACOPOEIA. 9th edition 2017 EN 14476

62
LENNETTE E., SCHMIDT N., eds. Diagnostic procedures for viral and rickettsial infections. American
Public Health Association Inc, 1969

EN 14476

63
SPEARMAN C. The method of 'right and wrong cases' ('constant stimuli') without Gauss's formulae. Br. J.
Psychol. 1908, 2 pp. 227.242

EN 14476

64
KﾄRBER G. Beitrag zur kollektiven Behandlung pharmakologischer Reihenversuche. Arch. exp. Path. Pharmak.
1931, 162 pp. 480.487

EN 14476

65
DULBECCO R., VOGT M. Plaque formation and isolation of pure lines with poliomyelitis viruses. 7. J Exp
Med. 1954 Jan 31; 99(2): 167-182

EN 14476

66
BABLANIAN R., EGGERS H.J., TAMM I. Studies on the mechanism of poliovirus-induced damage. I. The
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