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1 Einleitung

Die Biokontaminationskontrolle spielt in vielen Bereichen eine wichtige Rolle. In
der Pharmazie und Biotechnologie, Medizin und Medizintechnik, Nahrungs-
und Genussmittel- und Kosmetikindustrie werden Hygieneverfahren oder Ver-
fahren zur Biokontaminationskontrolle eingesetzt, um sichere und stabile Pro-
dukte zu erzeugen. Dazu gehort auch der Einsatz von entsprechender Rein-
raumtechnik. Auch im Krankenhauswesen ist die Reinraumtechnik all gegen-
wartig, besonders bei den Operationssalen, der Krankenhausapotheke und Ste-
rilisierbereichen.

Mikrobiologische Kontamination hat ihre Ursache meist in Verunreinigungen
von produktberihrenden Teilen der Produktionsumgebung und einer keimbe-
lasteten Prozess- und Umgebungsluft. Keimherde in unzureichend gereinigten
Stellen, in Ecken und Vertiefungen stellen mit eingeschleppten Keimen (Klei-
dung, Zuluft,...) die groBte Gefahrenquelle dar. Diese gilt es zu kontrollieren
und bestenfalls zu vermeiden. Eine geeignete Werkstoffauswahl, geeignetes
hygienegerechtes Design der Anlagen und Produktionsumgebungen, sachge-
recht durchgefihrte Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen und ein ent-
sprechendes Biomonitoring sind fur die Kontrolle der Produktumgebung unab-
dingbar.

Der Mensch als potentiell starke Keimquelle bedarf einer besonders detaillierten
Betrachtung. Entsprechende personliche Schutzausrtstungen (PSA) schitzen
zum einem den Menschen vor Keimen und Krankheitserregern. Handschuhe
zahlen zu den wichtigsten PSA-AusrUstung, da aufgrund des direkten Kontak-
tes der Haut mit eventuell kontaminierten Oberflachen ein starkes Infektionsri-
siko darstellt. Des Weiteren dienen Schutzanzlge bis zum komplett geschlosse-
nen Schutzanzug fir Keime der Risikoklasse 4 dem erforderlichen Schutz des
Arbeiters. Aber auch der Patient oder das Produkt wird durch PSA-Ausristung
vor unerwulnschter Kontamination geschitzt. Der Chirurg im Operationssal
tragt einen Mundschutz, Handschuhe, eine Kopfbedeckung und einen sterilen
Mantel zum Schutz des Patienten vor Keimen, welcher er sonst mit Leichtigkeit
auf den Patienten Ubertragen kann. Aber auch er schutzt sich vor Keimen, wel-
che von Patienten stammen konnen.

In der eigentlichen Sterilproduktion der Pharmazeuten wird versucht, den Men-
schen komplett auBen vor zu lassen. Somit wird das Kontaminationsrisiko ge-
ringer und auch, nennen wir es einmal salopp, kalkulierbarer. Sind in Bereichen
der GMP-Klasse B Arbeiter von Noten, sind diese ebenfalls mit kompletter
Schutzmontur bestehend aus Mundschutz, Brille, Kopfbedeckung, Handschu-
he, Mantel und Uberschuhen bekleidet. Entsprechende Schleusenkonzepte er-
fordern oft eine mehrlagige Bekleidungsvorschrift. Um beispielsweise in GMP D
zu gelangen, legt man Kittel, Mundschutz, ggf. Bartschutz, Haarnetz und Uber-
schuhe an. Schleust man sich dann von GMP D in GMP C ein, werden sterile

Biokontaminationskontrolle Fraunhofer IPA 4
Markus Keller 8. September, 2011



\|

= Fraunhofer

IPA

Handschuhe, ein weiterer Kittel, nochmals Uberschuhe, eine Brille und ein wei-
terer Mundschutz angelegt. Somit ist die Trennung der Bereiche gewahrleistet
und eine Keimverschleppung zwischen den Bereichen minimiert (1).

Im Sinne dieser Quellenbetrachtung stellen Vermeidungsstrategien wirksame
MaBnahmen dar, um die Konzentrationen mikrobiologischer Kontamination
von Produkten unter den Grenzen zu halten, die schadigende Wirkung auf den
Prozess und das Produkt ausliben. Der Reinraum fur hygienekritische Produkti-
onsprozesse unterscheidet sich wesentlich von anderen Reinraum-
Anwendungen - allein vom darin verarbeiteten Produkt und der Gefahr dessen
mikrobiologischer Kontamination. Dem Risiko einer mikrobiologischen Konta-
mination wird durch entsprechende Reinraumkonzepte, Reinigungs-, Desinfek-
tions- und Sterilisationsschritte, Kontrollmechanismen und durch erhéhte hy-
gienische MaBnahmen begegnet. Ferner kann der Erhalt einer gezielt dotierten
Umgebung fur die Produktion notwendig sein (2).

Mikrobiologische Kontaminationen der Oberflachen und der Luft, auch der
Reinraumluft, sind alle vermehrungsfahigen Keime (Bakterien, Bakteriensporen,
Pilze, Pilzsporen), die in der Lage sind, Produkte durch deren Besiedelung und
die Vermehrung der Keime zu schadigen.

Nicht mit eingeschlossen in mikrobiologische Kontaminationen sind organische
Zellfragmente und Stoffwechselprodukte biotischer Herkunft. Diese spielen als
Pyrogene in der Pharmazie eine wichtige Rolle.

Prozessmedien dienen neben der Luft ebenfalls als Ubertrager von mikrobiolo-
gischen Kontaminationen in Reinraumen. Dies sind insbesondere Wasser, wass-
rige Losungen, weitere Prozessfllssigkeiten und Prozessgase. Einfllsse der mik-
robiologischen Kontamination dieser Prozessmedien haben Auswirkungen in al-
len genannten produzierenden Industrien. Auch flr diese Medien gibt es ent-
sprechende Beprobungsverfahren und Grenzwerte.

2 Reinraumtechnik

Zur Schaffung kontrollierter hygienischer Umgebungen bedarf es als Infrastruk-
tur entsprechende Reinrdume. Ein Reinraum dient vor allem zur Aufrechterhal-
tung einer kontrollierten Fertigungsumgebung mit erhéhten Reinheitsanforde-
rungen gegenuber normalen unkontrollierten Umgebungsbedingungen. Dies
beinhaltet zu allererst eine extreme Reduzierung der Partikelkonzentration in
der Luft. In normaler urbaner Umgebungsluft herrscht eine Partikelkonzentrati-
on pro Kubikmeter Luftvolumen von 0,5 bis 35 Milliarden Partikel mit einem
Durchmesser >0,5 um. Durch aufwandige Filtrationstechniken kann diese Kon-
zentration in Reinrdumen auf unter 1 Partikel/m® > 0,5 pm Durchmesser ge-
senkt werden, was in etwa einer Reinraumklasse ISO 1 nach DIN EN ISO 14644-
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1 (3) entspricht. Diese extreme Reinheit hinsichtlich Partikeln ist vor allem in der
Halbleiterindustrie von Bedeutung.

In der Life-Science-Industrie, die zum Teil nach den Vorgaben des EU GMP An-
nex 1 (1) arbeiten muss, spielt die Partikelkonzentration in der Reinraumluft
ebenfalls eine entscheidende Rolle. Ein GroBteil der luftgetragenen Biokonta-
mination in Form von Mikroorganismen (Sporen, Bakterien,...) ist an Partikel
zwischen 10 und 20 pm gebunden (4). Prinzipiell geht somit eine Reduktion
von luftgetragenen Partikeln mit einer entsprechenden Reduktion von luftge-
tragenen Mikroorganismen einher. Zum Vergleich: bei einer FlUssigfiltration mit
einem Ausschlusskriterium von Partikeln >0,2 um spricht man von einer Steril-
filtration. In steriler GMP-A Fertigungsumgebung wird eine Reinheitsklasse ent-
sprechend ISO 5 gefordert, was einer Konzentration von 3520 Partikeln/m? Luft
> 0,5 pm Durchmesser entspricht.

2.1 Standortwahl

Bei der Auswahl von Standorten sind solche mit moglichst niedriger mikrobio-
logischer Belastung der Luft zu bevorzugen. Die Ausrichtung der Ansaugrich-
tung von AuBenluftanlagen sollte so erfolgen, dass mogliche auBBere Quellen
mikrobiologischer Belastung (Kompostieranlagen, Abluft von Klimaanlagen,...)
unter Bertcksichtigung der Hauptwindrichtung keine oder lediglich geringen
Einflisse haben. Die Verwendung geeigneter Filter und Filtrationsanlagen zur
Filtration der Zuluft und Schaffung einer kontrollierten Reinraumumgebung ist
zu berUcksichtigen. Die anerkannten Regeln der Luftungstechnik gilt es konse-
quent umzusetzen. Besonders sei hier die erfolgreichste VDI-Richtlinie VDI 6022
Blatt 1 erwahnt, welche 2011 in einer neuen Fassung erschienen ist. (5).

2.2 Hygienisch reine Raume verschiedener Disziplinen

2.2.1 Schutzkonzepte in Krankenhausern

Im Krankenhauswesen mussen seit kurzem die Apotheken auch unter GMP ar-
beiten. Das bedeutet auch den Einsatz entsprechender (Reinraum)-technik. Ac-
tive Pharmaceutical Ingredients mussen mit Hilfe einer entsprechenden Sicher-
heitswerkbank gehandhabt werden. In der sogenannten Krankenhausrichtlinie
VDI 2167 Blatt 1 werden verschiedene raumliche Bereiche ebenfalls eindeutig
klassifiziert (6). Der eigentliche Schutzbereich eines Operationssaals (OP) muss
durch eine turbulenzarme Verdrangungsstromung (TAV) von der Decker her
versorgt werden. In einem OP-Saal der Klasse 1a wird dies durch eine TAV-
Decke von mindestens 9 m? realisiert. Dieser Bereich muss auf dem Boden
kenntlich gemacht werden, damit das OP-Team jederzeit weil3, ob es sich noch
komplett in dieser Schutzzone befindet. In OP-Raumen der Klasse 1b wird von
einem geringeren Kontaminationsrisiko ausgegangen. In diesen OPs gentigen
kleinere TAV-Belegungen oder andere Schutzkonzepte. Weiterhin kdnnen klei-
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ne invasive Eingriffe ohne maschinelle Beliftung erfolgen. Aber auch hier muss
die weitgehende Sterilitat des Eingriffes gewahrleistet sein.

2.2.2 GMP-Reinraume

2.2.2.1 Allgemeines

FUr die Herstellung steriler Arzneimittel und anderer hygienekritischer Produkte
dient als gesetzliche Richtlinie der Leitfaden fir die gute Herstellungspraxis der
Europaischen Kommission (EU-GMP-Leitfaden, siehe auch Kapitel 19). Im An-
hang 1 des EU-GMP-Leitfadens wird speziell auf die Anforderungen einer hy-
gienischen Produktionsumgebung eingegangen. Reine Bereiche fir die Herstel-
lung steriler Produkte werden gemal den geforderten Umgebungsmerkmalen
eingestuft. Jeder Herstellungsvorgang erfordert einen angemessenen Reinheits-
grad der Umgebung im Betriebszustand, um das Risiko einer Kontamination
des betreffenden Produktes oder Materials mit Partikeln oder Mikroorganismen
maoglichst gering zu halten. Um den Bedingungen im Betriebszustand zu ent-
sprechen, missen diese Bereiche so ausgelegt sein, dass bestimmte Luftrein-
heitsgrade im Ruhezustand erreicht werden. Der Ruhezustand ist der Zustand,
in dem die gesamte technische Einrichtung installiert und ohne anwesendes
Personal betriebsbereit ist. Der Betriebszustand ist der Zustand, in dem die An-
lage in der vorgesehenen Art mit der festgelegten Personenzahl betrieben wird.
Eine Reinraumumgebung sollte entsprechend den notwendigen zu kontrollie-
renden Parametern wie Konzentration luftgetragener Partikel und Mikroorga-
nismen, Filterdichtheit, Luftwechselrate, Stdmungsfihrung und Luftdruckver-
haltnisse zu den einzelnen Umgebungen regelmaBig abgenommen werden.

2.2.2.2 GMP-Reinheitsklassen

FUr die Herstellung steriler Arzneimittel gelten in Bezug auf die erforderlichen
Bereiche vier Reinheitsklassen:

Reinheitsklasse A/B: Sterilraume
Bei der Reinheitsklasse A handelt es sich um die lokale Zone fir Arbeits-
vorgange mit hohem Risiko, zum Beispiel Abfillbereich, Stopfenbehal-
ter, offene Ampullen und Flaschchen und Herstellung aseptischer Ver-
bindungen, wenn der Arbeitsvorgang ein ungewohnliches Risiko dar-
stellt. Solche Bedingungen werden durch ein laminares Luftstromungs-
system von 0,45 m/s + 20% sichergestellt. Die Reinheitsklasse B dient
bei der aseptischen Zubereitung und Abflllung als Vorbereich fur eine
Zone der Reinheitsklasse A. Beim Einsatz von Isolatortechnik (RABS-
Systemen) fir eine A-Umgebung ist eine vorgelagerte B-Umgebung
nicht notwendig.

Reinheitsklassen C und D: Reine Bereiche
Labore und Produktionsraume fir weniger kritische Schritte bei der
Herstellung steriler Produkte. In der Reinheitsklasse C geschieht zum
Beispiel die Zubereitung von Losungen, wenn der Arbeitsgang ein un-
gewohnliches Risiko darstellt. Die Zubereitung von Losungen und Be-
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standteilen fur die anschlieBende Abflllung kann in einer Umgebung
mit Reinheitsklasse D erfolgen.

Die lufttechnische Trennung von Reinraumbereichen mit hohen hygienischen
Anforderungen von Bereichen mit niedriger hygienischer Relevanz (Minimie-
rung des Risikos von Kreuzkontamination) ist seitens der EU-GMP gefordert.

Neben der kontrollierten Umgebungstemperatur und Luftfeuchte ist vor allem
die Partikelkonzentration in der Reinraumumgebung von entscheidender Be-
deutung. Folgende Tabelle enthalt die Klassifizierung der Reinheitsgrade nach
den in der Luft enthaltenen Partikeln:

Maximal erlaubte Zahl Maximal erlaubte Zahl
Reinheits- von Partikeln pro m? von Partikeln pro m?
klasse im Ruhezustand im Betriebszustand
>0,5um >5um >0,5um >5um
A 3.520 20 3.520 20
B 3.520 29 352.000 2.900
C 352.000 2.900 3.520.000 29.000
D 3.520.000 29.000 | nicht festgelegt | nicht festgelegt

Klassifizierung der Luftqualitat fur die Herstellung steriler Produkte: Partikel (EU-GMP Annex 1)

Die in der Tabelle unter der Rubrik "Ruhezustand” genannten Partikelbedin-
gungen sollten in unbemanntem Zustand nach einer kurzen "clean up"-Phase
von 15-20 Minuten (Richtwert) nach Beendigung der Arbeitsvorgange erreicht
werden. Die in der Tabelle genannten Partikelbedingungen fir die Reinheits-
klasse A im Betriebszustand sollten in der das Produkt unmittelbar umgeben-
den Zone aufrechterhalten werden, wenn das Produkt oder das offene Behalt-
nis der Umgebung ausgesetzt ist.

Aus der Uberwachung der Partikelkonzentrationen in den entsprechenden
GroBenklassen kann keine Information Uber die mikrobiogische Zusammenset-
zung der Umgebungsluft gewonnen werden. Somit ist hierfir eine gesonderte
mikrobiologische Uberwachung notwendig. Diese muss nicht alle vorhandenen
Biokontaminationen identifizieren und quantifizieren, jedoch muss das einge-
setzte Biomonitoring-System eine ausreichende Information bieten, um sicher-
zustellen, dass die kontrollierte Umgebungsbedingung entsprechend den Vor-
gaben eingehalten werden kann [3]. Zur Erfassung aussagekraftiger Daten soll-
te die mikrobiologische Uberwachung wéhrend des normalen Produktionsbe-
triebs erfolgen (in operation). Es sollte folgende Messungen mit einschlieBen:
Raumluft, Prozessluft, sofern sie in der hygienischen Fertigung eingesetzt wird
und ein Kontakt mit dem Produkt nicht ausgeschlossen werden kann, Oberfla-
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chen der Gerate, Boden, Wande und personliche Schutzausristung (Anziige,
Handschuhe,...). Sobald Anderungen im gewohnten Produktionsablauf einge-
fuhrt werden (Personen- und Materialfluss, Klimatechnik, Anlagen- und Ma-
schinen), bedarf es einer erneuten engen Kontrolle aller relevanten Parameter.

Folgende Tabelle enthalt die Klassifizierung der Reinheitsgrade nach der Anzahl
der detektierten Mikroorganismen gemaB EU-GMP Annex 1:

Grenzwerte fir die
Rein- mikrobiologische Kontaminierung
heits-
klasse Luftorobe Sedimentationsplatten Kontaktplatten Fingerabdruck
[KBFE)/mg) (@ 90 mm) (@ 55 mm) (5 Finger)
[KBE/4 Stunden] [KBE/Platte] [KBE/Handschuh]
A <1 <1 <1 <1
B 10 5 5 5
C 100 50 25 Empfohlen: 252
D 200 100 50 --

Klassifizierung der Luftqualitat fir die Herstellung steriler Produkte: Biokontamination (EU-GMP Annex 1)
a) dies ist eine mogliche Empfehlung, ist aber nicht im EU-GMP Leitfaden Annex 1 definiert (Pflugmacher et
al, 2004)

Innerhalb eines bestehenden Monitoring-Programms konnen Trends schon
frUhzeitig erkannt werden, selbst wenn die Grenzwerte nicht Gberschritten
werden. Durch ein Aufstellen von entsprechenden Warnwerten (alert level) un-
terhalb der Grenzwerte (action level) kann ein mogliches Kontaminationsrisiko
schon vorab erkannt werden, bevor ein entsprechender Grenzwert Uberschrit-
ten wurde. Beim Vorhandensein mehrerer ortlich differenzierbarer Kontroll-
punkte kann ein Geschehen entsprechend lokalisiert werden. Maogliche Hand-
lungen beinhalten ein Verbessern der DesinfektionsmalBBnahmen, Bestimmung
und Beseitigung des Kontaminationsherdes, Verbesserung des Ausbildungs-
stands des Personals und Anpassung des Produktionssystems.

2.2.3 Reinrdume in der Lebensmittelindustrie

Biokontaminationskontrolle
Markus Keller

Selbst in der Lebensmittelindustrie gewinnt die Reinraumtechnik stark an Be-
deutung. Die Verbraucher fordern immer mehr einen Verzicht von Konservie-
rungsstoffen. Um dennoch die Lagerfahigkeit und Haltbarkeit eines Produkts zu
gewahrleisten, mussen die Produkte teils unter Sterilbedingungen hergestellt
und verpackt werden. Die Lebensmittelindustrie bedient sich meist an den be-
stehenden Vorgaben der Pharmazeuten und der GMP-Regularien (1) (7).
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Zum bestimmungsgemalen Betrieb eines Reinraums gehoren unter anderem
folgende Punkte: Den Bedienungs- und Wartungsvorschriften fir Prozesse un-
ter Reinraumbedingungen, welche zu einer periodischen oder ungewollten
Freisetzung von Mikroorganismen beitragen kénnen, muss Rechnung getragen
werden. Die in den Reinraum eingebrachten Packmittel und —hilfsmittel dtrfen
kein Kontaminationsrisiko beinhalten und mussen ebenfalls Gberwacht und
kontrolliert werden. Die mit dem Betrieb der Anlage verbundenen Risiken sind
durch entsprechende Risikoanalysen zu ermitteln (z.B. HACCP oder FMEA). Ge-
gebenenfalls missen MaBnahmen ergriffen werden, um diese Risiken auf ein
akzeptables Minimum zu reduzieren. Die Wirksamkeit der MaBnahmen ist in
regelmaBigen, geplanten und zulassigen Intervallen zu Gberprifen. Folgendes
Prifschema ist ein Vorschlag fir eine Mindestanforderung der durchzufihren-
den Tests und deren Haufigkeit (8):

Testplan fur die einzelnen Zonen der jeweiligen Reinheitsklas-

tische Aufzeichung, Alarm

Aufzeichung, Alarm

sen
Kritische Zone Prozesszone Umgebungszone
Parameter A B/C /D
Biokontamination
Luft Jede Schicht Jede Schicht...wochentlich monatlich
Oberflachen Jede Schicht Jede Schicht...wochentlich monatlich
Personal Jede Schicht Jede Schicht ...abhangig vom Prozess
Physikalische Parameter
Partikel Kontinuierliche automa- Kontinuierliche automatische Aufzeichung, manuelle

Differenzdruck

Kontinuierliche automa-
tische Aufzeichung, Alarm

Kontinuierliche automatische Aufzeichung, manuelle

Aufzeichung, Alarm

Temperatur

Kontinuierliche automatische Aufzeichung, manuelle

Aufzeichung, Alarm

Relative Luftfeuchtig-
keit

Kontinuierliche automatische Aufzeichung, manuelle

Aufzeichung, Alarm

Anmerkung: GMP Reinheitsklassen nach EU-GMP Annex 1

3 Hygienegerechtes Design

Reinraume, in welchen hygienekritische Prozesse ablaufen, missen neben ihrer
spezifischen Funktion die Funktion einer hygienisch einwandfreien Reinigung
ermoglichen. Der Aspekt des , hygienegerechten Designs” betrachtet die not-
wendigen Gesichtspunkte, damit der Reinraum aufgrund seines geometrischen
Designs und der Materialauswahl keine Gefahr fir das Produkt und somit fur
den spateren Nutzer des Produkts darstellt. Ein hygieneoptimiertes Design sollte
so frih wie moglich in die Planung und Auslegung eines Reinraums einflieBen.

Biokontaminationskontrolle
Markus Keller
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Dies gewahrleistet einen gefahrlosen Betrieb, lange Standzeiten und geringere
Reinigungskosten.

3.1 Hygienegerechtes Design von Reinrdaumen

Beim hygienegerechten Design von Reinraumen mussen zuerst die behordli-
chen Vorgaben erflllt sein. Je nachdem, ob und welche biologische Schutzstufe
eingehalten werden muss (S1 bis S4), sind die Vorgaben eindeutig in der Bio-
stoffverordnung (9) und der Richtlinie 2000/54/EG (10) verankert. Sofern gen-
technisch veranderte Organismen verwendet werden, muss zusatzlich das Gen-
technikgesetz beachtet werden (11).

Zur besseren Reinigbarkeit eines Raums sollten die Raumecken abgerundet
sein. Die Oberflachen mussen gegen die verwendeten Chemikalien bestandig,
glatt und gut reinigbar sein. Fugen und Kanten sind zu vermeiden. Die Materia-
lien sollen maglichst keine Nahrungsquelle fir Mikroorganismen sein. Boden-
flachen mUssen geschlossenporig und bestenfalls ohne Fugen ausgefihrt wer-
den. Jedoch gilt es eine gegebenenfalls erforderliche Rutschhemmungsklasse,
meist R9, einzuhalten (12), (13).

Die Luftungstechnik muss gemaB den Anforderungen ausgelegt werden.
Rauchgeneratoren ermdglichen die Visualisierung moglicher unerwinschter
Totwassergebiete, Aufstauzonen und Wirbel in der gesamten Produktionsum-
gebung. Eine Feinabstimmung kann ein unerwlnschte Stromungsfihrung ver-
ringern oder beseitigen.

3.2 Eignung von Reinrdumen fur die verschiedenen GMP-Reinheitsklassen

Laut dem GMP-Leitfaden darf die fir die Produktion verwendete Ausristung
flr die Produkte kein Risiko darstellen. Kein mit dem Produkt in Berthrung
kommendes Ausrustungsteil darf mit diesem so in Wechselwirkung treten, dass
die Produktqualitat beeintrachtigt wird und damit ein Risiko entsteht. In reinen
Bereichen sollen alle exponierten Oberflachen glatt und ohne Risse sein, um ei-
ne Abgabe oder Ansammlung von Partikeln oder Mikroorganismen maoglichst
gering zu halten und die wiederholte Anwendung von Reinigungs- und gege-
benenfalls Desinfektionsmitteln zu ermdglichen. Gemall dem GMP-Leitfaden
muss die Herstellungsausristung gut und grtndlich reinigbar sein und darf
selbst keine Quelle fir Verunreinigungen sein.

Bei der Bewertung der Partikelemission nach VDI 2083 Blatt 9.1 (14) und der
mikrobiologischen Reinheit der Oberflachen einer Reinraumausstattung kann
direkt eine Aussage Uber die Eignung flr eine bestimmte GMP-Reinheitsklasse
getroffen werden.

Dieses gilt jedoch nur flr den bewerteten Reinraum im Ruhezustand und be-
darf nach Anfahren der Prozesskette einer Gesamtbetrachtung der Fertigungs-
umgebung. Bei einer moglichen Partikelabgabe wahrend des Betriebs der un-
tersuchten Reinraumumgebung muss diese gesondert erfasst und bewertet
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werden, da hierbei die entsprechenden GMP-Reinraumklassen konkrete
Grenzwerte vorgeben.

3.3 Barrieresysteme/lsolatoren

Moderne Produktionsmethoden in der pharmazeutischen Industrie reduzieren
durch entsprechende Automatisierung, Barrieresysteme und Isolatoren weitest-
gehend das Kontaminationsrisiko durch das Personal. In Produktionsumgebun-
gen, in denen das Personal komplett von der Produktion ausgeschlossen wur-
de, kénnen die notwendigen Anforderungen an die angrenzenden Reinraum-
umgebungen entsprechend reduziert werden. Beispielsweise muss die Rein-
heitszone A in einem Isolator nicht von einer Reinheitszone B, in welcher der
Isolator steht, umschlossen werden. Nachfolgend sollen einige Systeme kurz
umrissen werden.

3.3.1 Barrieresysteme

Generell verhindert ein Barrieresytem den Kontakt des Personals mit dem Pro-
dukt in einer aseptischen Fertigungsumgebung. Die Systeme kdnnen von einem
einfachen Streifenvorhang um die kritische Zone bis zu festen Zonierungen in
der modernen pharmazeutischen Produktion reichen. Barrieresysteme kénnen
auch Handschuheingriffe besitzen.

3.3.2 Blow-Fill-Seal-Systeme

3.3.3 Isolatoren

Biokontaminationskontrolle
Markus Keller

In den sogenannten , Blow-Fill-Seal-Systemen werden in einer hermetisch von
der Umgebung abgeriegelten Anlage die entsprechend notwendigen Verpa-
ckungen tiefgezogen, sofort mit dem Produkt befullt und versiegelt. Aufgrund
dessen, dass der Vorgang komplett in einer sterilen Umgebung in einem
Durchgang stattfindet, sind geringe Biokontaminationsraten zu erreichen.

Isolatoren erflllen zweierlei Zwecke: Schutz des Personals vor toxischen Sub-
stanzen und Schutz des Produkts vor unerwinschter Kontamination durch die
Umgebung. Isolatoren sind eine komplette Abgrenzung zwischen der asepti-
schen inneren Umgebung und dem AuBenraum. Die Vermeidung einer Konta-
mination durch die Umgebungsluft kann durch eine hermetische Abdichtung
und/oder einem standigen Uberdruck des Systems erfolgen. Bei der Anwen-
dung von Isolatoren werden vorab sterilisierte Komponenten in den Isolator
mittels Durchreiche-Autoklaven, Sterilisier-Tunnel oder Andocksysteme einge-
schleust. Diese Komponenten bleiben wahrend der Verweilzeit im Isolator vor
mikrobieller Kontamination geschitzt. Werden Handhabungsschritte durch das
Personal notwendig, geschehen diese durch Handschuheingriffe oder Voll-
schutzanzligen. Die komplette Zuluft in einem Isolator wird endstandig durch
entsprechende HEPA oder ULPA Filter sterilfiltiert. Das Innere eines Isolators
wird meist durch Wasserstoffperoxid oder Peressigsaure-Begasung sterilisiert.
Eine Keimreduktion von 6 log-Stufen muss dabei mit entsprechenden Indikato-

Fraunhofer IPA 12
8. September, 2011



\|

= Fraunhofer

IPA

ren nachgewiesen werden (4). Automatisierte Probennahmesysteme fur das
Monitoring der vorhandenen Partikel-und Keimbelastung vermeiden auch hier
den sonst notwendigen Eingriff durch das Personal.

3.3.4 Sicherheitswerkbank

FUr mikrobiologische Arbeiten oder Arbeiten mit Zellkulturen, sei es gentech-
nisch verandert oder nicht, werden Sicherheitswerkbanke eingesetzt. Sie die-
nen vornehmlich dem Personalschutz und bestehen aus einem Arbeitstisch in
einem Gehduse, das so bellftetet wird, dass das Ausdringen von
Mikroorganismen und Aerosolen mit dem Luftstrom bei korrektem Betrieb ver-
mieden oder wenigstens erschwert wird (Sicherheitsstufe Klasse I). Die Innen-
raumluft einer Sicherheitswerkbank wird durch einen Hochleistungsschwebstof-
filter abgesaugt. Neben dem Schutz des Personals dienen Sicherheitswerkbanke
der Klasse Il auch dem Schutz des Arbeitsgegenstands vor Kontamination. Bei
dieser Schutzklasse wird eine laminare Luftstrdomung entlang der teilweise ge-
offneten Frontscheibe nach unten geblasen. Sicherheitswerkbanke werden
auch als Sterilbank, Sterilkammer, oder nach der englischen Bezeichnung Lami-
nar flow cabinet bezeichnet. Sicherheitswerkbanke der héchsten Sicherheitsstu-
fe Klasse lll sind vollstandige geschlossene Systeme mit einem Unterdruck im
Inneren, Handschuheingriffen und Schleusen. Ein Ausdringen von Mikroorga-
nismen wird dadurch effektiv verhindert. Eine Abgrenzung zum Isolator besteht
vor allem in der Anordnung der Druckkaskaden: Ein geringerer Druck in der
hermetisch geschlossenen Sicherheitswerkbank verhindert ein Austreten von
gefahrlichen Keimen aus dem Produktionsprozess in die Umgebung, wohinge-
gen ein erhohter Druck in einem Isolator ein Eindringen von Kontaminationen
aus der Umgebung in die sensitive Produktionsumgebung verhindert (15).

4 Materialeigenschaften

In GMP-konformen Produktionsumgebungen stellt die Vermeidung biogener
Kontaminationen des Endprodukts eine zentrale Anforderung dar. Die Auswahl
geeigneter Materialien hat entscheidenden Einfluss auf die Einsatzfahigkeit von
Betriebsmitteln fur die reine Produktion. Die ausgewahlten Materialien und im
Besonderen die angewandten Oberflachenbeschichtungsverfahren beeinflussen
die Reinigbarkeit und Desinfizierbarkeit, die chemische und biologische Bestan-
digkeit der Materialoberflachen und das elektrostatische Verhalten (z. B. Bil-
dung von Kontaminationsagglomeraten, induziert durch Oberflachenladungen)
(16). Die Reinigbarkeit und Desinfizierbarkeit von Materialien hangt unter ande-
rem von deren Oberflachenstruktur und Benetzbarkeit ab. Wird aufgrund zu
hoher Rautiefen ein effektives Reinigen und Desinfizieren verhindert, konnen
mikrobiologische Risiken nicht auf ein akzeptables MaB reduziert werden. All
diese Eigenschaften haben bei der Auswahl von Materialien fur hygienekritische
Bereiche eine grundlegende Bedeutung. Eine detaillierte Betrachtung der Rein-
raumtauglichkeit von Materialien wird in Kapitel 13 vorgenommen.
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4.1 Materialien

Einige Materialien, die in hygienekritischen Bereichen eingesetzt werden kon-
nen, wurden in eine Positivliste aufgenommen (17). Wegen der hohen betrieb-
lichen Beanspruchung werden als metallische Werkstoffe oft hoch legierte,
nichtrostende Edelstahle in Betracht gezogen, meist mit der Werkstoffnummer
1.4404. Diese Stahle haben eine erhohte Korrosionsbestandigkeit gegentber
chloridhaltigen Reinigern. Der KorrosionslochfraB ist bei diesen Materialien
vermindert. Edelstahle noch hoherer Gute konnen ebenfalls verwendet werden.
In hygienekritischen Bereichen werden als Elastomere vor allem Materialien aus
Ethylen-Propylen-Dien-Kautschuk EPDM eingesetzt. Nitrilkautschuk NBR als Al-
ternative zeigt eine geringere Chemikalienbestandigkeit als EPDM. Aktuell fin-
det eine interessante Diskussion hinsichtlich Reinstwasseranlagen statt. In der
Pharmazie sind bis dato Reinstwasseranlagen aus Edelstahl Stand der Dinge. Al
lerdings besteht immer noch das bekannte Problem des , Rougings”. Rouging
und der damit einhergehende Abtrag kleinster Verunreinigungen als eine Art
der Edelstahlkorrosion stellt bei der Herstellung empfindlicher APIs mittlerweile
ein nicht zu vernachlassigendes Problem dar. Wohingehen werden in der Halb-
leiterindustrie schon seit jeher Reinstwasseranlagen aus hochwertigen Kunst-
stoffen eingesetzt. Metallische Verunreinigungen bei der Herstellung integrier-
ter Schaltkreise sind komplett zu vermeiden. Warum sollte eine Reinstwasseran-
lage mit entsprechender UV-Keimabtotungstechniken und endstandiger Filtra-
tionstechniken nicht auch in der Pharmazie hervorragende Dienste leisten? Hier
sind in naher Zukunft interessante Neuerungen zu erwarten.

4.2 Korrosionsbestandigkeit

Korrosion verandert Oberflachen in der Weise, dass Produktreste verstarkt haf-
ten, HygienemaBnahmen nicht den angestrebten Erfolg bringen und Reste ge-
brauchter chemischer Losungen nur unvollstandig ausgespult werden konnen.
Wegen solcher Risiken sind Korrosionsschaden unbedingt zu vermeiden. Die
Bestandigkeit der Materialien gegenuber voraussehbaren Beanspruchungen
sollte deshalb moglichst genau bekannt sein.

4.3 Verstoffwechselbarkeit und antimikrobielle Ausriistung

Die verwendeten Werkstoffe sollten keine Nahrungsquelle flr Mikroorganis-
men sein. Auf den Materialien dirfen sich keine Pilze oder Bakterien etablieren.
Eine Biofilmbildung gilt es zu vermeiden. Falls Materialien antimikrobiell ausges-
tattet sind, sollte die Wirksamkeit dieser Ausristung nachgewiesen sein. Die
Verwendung gesundheitlich bedenklicher Stoffe soll vermieden bzw. auf ein
absolutes Minimum beschrankt werden. Prifungen und daraus folgende Klassi-
fizierungen werden nach eingesetzten relevanten Prifnormen vorgenommen
(siehe beispielsweise DIN EN ISO 846 (18); DIN EN 15457 (19) ; JIS Z 2801 (20);
ISO 22196 (21)).
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4.4 Oberflachenrauheit und Benetzbarkeit

FUr die Oberflachenrauheit einer Reinraumumgebung gibt es keinen festgeleg-
ten Wert. Es muss jedoch eine ausreichende Reinigbarkeit gewahrleistet sein.
(siehe EHEDG Doc 8 (22), ISPE ISPE Baseline Volume 1: Active Pharmaceutical
Ingredients (23), DIN EN 1672-2 (24); I1SO 14159 (25) u.a.). Bei der Anwendung
von Reinigungs- und Desinfektionsmitteln sollte die dafir notwendige Benetz-
barkeit der Oberflachen berlcksichtigt werden.

4.5 Chemische Bestandigkeit

Der Einsatz bestimmter Reinigungs- und Desinfektionsmittel kann Materialober-
flachen angreifen bzw. zerstoren, so dass unter anderem erhdhte Oberflachen-
rauheiten und eine Veranderung der chemischen Zusammensetzung sowie Ma-
terialeigenschaften die Folge sind. Daraus resultiert an chemisch nicht bestan-
digen Oberflachen eine schlechte bzw. nicht ausreichende Reinigbarkeit und
Desinfizierbarkeit. Die ausgewahlten Materialien missen daher gegen die ein-
gesetzten Chemikalien bestandig sein. Die chemische Bestandigkeit kann nach
den entsprechenden Normen und nach gangigen wissenschaftlichen validen
Methoden nachgewiesen werden (siehe u.a. ISO 2812-1 (26) und -4 (27) und
ISO 4628-1 bis -5 (28)). Soll der Raum zur Keimreduktion beispielsweise mit
Wasserstoffperoxid vernebelt werden, missen die verwendeten Materialien
durchweg gegen Wasserstoffperoxid-Dampf bestandig sein. Beispielsweise
schreibt die Biostoffverordnung im Anhang 2 verbindlich wasserundurchlassige
und leicht zu reinigende Oberflachen vor, sodass Holz hier nicht eingesetzt
werden kdnnen. Weiterhin empfiehlt die BioStoffverordnung ab Stufe 2 eine
ausreichende Bestandigkeit gehen Sauren, Laugen, Desinfektionsmittel und L6-
sungsmittel. Ab Stufe 3 ist diese Vorgabe verbindlich (9). Labor- und Reinraum-
ausstatter muassen in lhrer Materialauswahl diesen Gesichtspunkt genau be-
trachten.

4.6 Mechanische Bestandigkeit

Bei der Auswahl von wischenden, scheuernden und anderer maglicherweise
abrasiver Reinigungs- und Desinfektionsverfahren bzw. -geraten ist zu beach-
ten, dass die Materialien eine anforderungsgerechte mechanische Bestandigkeit
aufweisen. Die mechanische Bestandigkeit kann nach einschlagigen Normen
gepruft werden. Siehe dazu beispielsweise DIN 53233 (29), DIN EN ISO 20566
(30), DIN EN ISO 11998 (31), ASTM D 968 (32) und ASTM D 1044 (33).
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4.7 Reinigbarkeit

Die Abreinigbarkeit von Partikeln von verschiedenen Oberflachen spielt in allen
genannten Industriezweigen eine wichtige Rolle. Maschineneinhausungen,
FuBboden, Wande, Transportbehalter, Beschichtungen,...die Liste der relevan-
ten abzureinigenden Oberflachen lieBe sich beliebig fortsetzen. Die Anforde-
rungen an eine reine Produktionsumgebung in den genannten Industrieberei-
chen steigen stetig. HierfUr ist zum Einen die kontinuierliche Tendenz zur Mini-
aturisierung der Produkte und der hohe Anspruch an die Prazision und Reinheit
von elektronischen und mikromechanischen Erzeugnissen, zum Anderen auch
der vermehrte Verzicht auf Konservierungsstoffe in der Lebensmittelindustrie
verantwortlich. Eine ausreichende Reinigbarkeit ist aus hygienischer Sicht gene-
rell notwendig, um einen hygienisch sicheren Prozess und maoglichst lang halt-
bare Produkte zu schaffen (34). Des Weiteren fordert der EU-GMP-Leitfaden
Annex 1 explizit eine ausreichende Reinigbarkeit von Oberflachen bei der Her-
stellung steriler Arzneimittel (1). Durch eine reine Produktionsumgebung wer-
den die Storeinfllsse, welche auf die kritischen Produkte negativ einwirken,
weitestgehend minimiert (35). Diese reine Fertigungsumgebung wird ebenfalls
durch das Streben nach einer immer besser werdenden Qualitat vorangetrieben
(36). Die minimale Kontamination der Produkte steigert die Qualitat und Zuver-
lassigkeit und senkt den kontaminationsbedingten Ausschuss. Durch die gerin-
gere partikulare Restverschmutzung sinken daher auch die Produktionskosten
(37).

FUr eine wissenschaftlich abgesicherte Materialauswahl ist ein Klassifizierungs-
system Uber die partikulare Reinigbarkeit von Oberflachen erstrebenswert. Wie
gut sich Partikel von einer Oberflache durch Wischreinigung entfernen lassen,
kann anhand einer hierfir am Fraunhofer IPA entwickelten und aktuell in dem
Richtlinienentwurf VDI 2083 Blatt 9.2 standardisierten Messmethode Uberprift
werden. Ein linearer Wischsimulator wird fir die dafiir notwendige reprodu-
zierbare Abreinigung eingesetzt.

Abbildung 3 Linearer Wischsimulator, Fraunhofer IPA, Stuttgart
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Die zu untersuchenden Oberflachen missen vor der Abreinigung reproduzier-
bar mit einer definierten Anzahl von Partikeln kontaminiert werden. Die Parti-
kelbelegung wird vor und nach der Abreinigung messtechnisch direkt auf der
Oberflache erfasst. Daraus errechnet sich der relative Reinigungserfolg als Ver-
gleichsmaB zwischen den verschiedenen Oberflachen. Die ermittelten Werte
werden mit den partikularen Oberflachenreinheitsklassen (=SPC-Klasse) nach
ISO/FDIS 14644-9 (38) und VDI 2083 Blatt 17draft (39) korreliert und durch Dif-
ferenzbildung vor und nach Abreinigung der relative Reinigungserfolg durch
die Differenz der SPC-Klassen ausgedrUckt.

Klassen der Partikelreinheit der Oberfliche (SPC)

1LOOE+OT 4

T~
.

LOOE+OG
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Partikelkonzentration auf einer Oberfliiche

1O0DE+01 +
0,05 0.5 h] S0 500

Betrachtete Partikelgrofie, I (pm)

grafische Darstellung der SPC-Klassen nach ISO/FDIS 14644-9

Durch den Einsatz des linearen Wischsimulators kann auch die Abreinigbarkeit
von Mikroorganismen vermessen werden im Vergleich zu den Grenzwerten des
GMP-Leitfadens, siehe auch Abbildung 2 (1).

4.8 Elektrostatische Eigenschaften

Biokontaminationskontrolle
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Die elektrostatischen Eigenschaften von Oberflachen einer Reinraumumgebung
sind von hoher Bedeutung. Durch eine mechanische Reinigung besteht die Ge-
fahr, dass sich Oberflachen elektrostatisch aufladen und somit zu einer mogli-
chen Anhaufung von Kontaminationen fihren. Daher sollten sich Materialien
und Oberflachen in hygienekritischen Bereichen nicht elektrostatisch aufladen
kdnnen. Hinsichtlich einer elektrostatischen Charakterisierung und Klassifizie-
rung sind unter anderem folgende Normen relevant: Zur Bestimmung des
Durchgangswiderstands, Erdableitwiderstands und Oberflachenwiderstands von
elastischen Bodenbelagen: DIN EN 1081 (40), zur Bestimmung des
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Durchgangswiderstands und des Oberflachenwiderstands von festen planen
Werkstoffen: DIN EN 61340-2-3 (41), zur Bestimmung des
Oberflachenwiederstands, des Durchgangswiderstandes und des Widerstands
gegen Erde von Bodenbelagen und verlegten FuBboden: DIN EN 61340-4-1
(42) und zur Bestimmung der elektrostatischen Schutzwirkung von Schuhwerk
und Boden in Kombination mit einer Person (Systemwiderstand und
Walkingtest): DIN EN 61340-4-5 (43). Die allgemeinen Anforderungen far
elektrostatisch kontrollierte Bereiche sind in der Norm DIN EN 61340-5-1
definiert (44).

5 Reinigungs- und Desinfektionsverfahren

5.1

Reinigung

Biokontaminationskontrolle
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Reinigungs- und Desinfektionsverfahren fihren zu einer Verminderung von
Mikroorganismen auf den behandelten Flachen. Die den Anforderungen ent-
sprechenden Reinigungs- und Desinfektionsmethoden mussen individuell ermit-
telt und festgelegt werden. Bei der Planung, Ausfihrung und Beurteilung von
Reinigungs- und Desinfektionsprozessen sind die moglichen Auswirkungen von
freigesetzten Chemikalien auf andere Prozesse, Produkte oder Menschen un-
bedingt zu beachten und ggf. messtechnisch zu Uberwachen. Generell ist dar-
auf zu achten, dass Reinigungs- und Desinfektionsverfahren eingesetzt werden,
welche die Konzentration von luftgetragener molekularer Verunreinigung und
einer chemischen Kontamination der Oberflachen moglichst gering halten. Die
Richtlinienreihe ISO 13408-1 bis -6 beschreibt und definiert die notwendigen
Anforderungen zur aseptischen Herstellung von Produkten fir die Gesundheits-
fursorge (45). Uber die allgemeinen Anforderungen (Teil1) wird die Sterilfiltrati-
on (Teil 2), die Gefriertrocknung (Teil 3), die Reinigung und Sterilisation vor Ort
(Teil 4 und 5) und Isolatorensysteme (Teil 6) detailliert betrachtet.

Die Reinigungsverfahren und Geratschaften sollen fir die jeweiligen Materialien
geeignet sein (Werkstoffbestandigkeit gegen Reinigungsverfahren, chemische
Bestandigkeit, mechanische Bestandigkeit). Fur die Reinigung von Raumberei-
chen sollen entsprechend geeignete und maglichst rlickstandsfrei anwendbare
Reinigungsmittel und —verfahren verwendet werden.
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Abbildung 5 Wischreinigung einer Edelstahloberfldche

5.1.1 Reinigungsverfahren

Zur Reinigung konnen verschiedene Prinzipien auch in Kombination eingesetzt
werden: chemisch, biochemisch (Enzyme) und physikalisch (z.B. BUrsten). Es
kann zwischen manuellen und automatisierten Reinigungsverfahren unter-
schieden werden. Das in Betracht gezogene Reinigungsverfahren bedarf einer
spezifischen Betrachtung Uber den zu erwartenden Kontaminationsgrad, er-
reichbare notwendige Reinheit, mechanische und chemische Bestandigkeiten
der zu reinigenden Oberflachen, Kosten und Verfligbarkeit. Nach DIN 8592
(46) wird zwischen den folgenden Reinigungsverfahren unterschieden:

[ Reinigungsmethoden ]
Reinigungs Mechanisches Stréomungs- Chemisches Lasemittel- Thermi- Spezielle
strahlen Reinigen technisches Reinigen Reinigen sches Reinigungs-
Reinigen Reinigen Verfahren
= Druckluft: gung: ahlen = Abwisch = Waschen, Spiilen = Beizen P ¥ P unter
-;Ial.sTdruckI;R;hl « Bilrsten, Fegen * Abblasen * Ablaugen * Abbel = ¥:|::‘:Ta:?rd
SNGUNGRTIrETEN = Abkratzen, Abschaben = Absaugen + chamlsch * tharmizch s Blattia
= Schldmm-Reinigungsstrahlen « Relnigungsschloifen + Ultraschall'- umwandeln zersetzen S
= Druckflissigkeits- « Abkl Reinigung
Reinigungsstrahlen opfen « LASER
= Schleuder-Reinigungsstrahlen « Uberkritisches CO,
= Dampfstrahlen
= CO; Pellet Reinigung
= C0; Schnee-Reinigung
Abbildung 6 Reinigungsverfahren nach DIN 8592 (Spezielle Reinigungsverfahren und CO,-Reinigungsverfahren wurden

erganzt durch Kreck, Fraunhofer IPA, Abteilung Reinst- und Mikroproduktion)
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5.2 Desinfektion

Desinfektionsmittel missen gemal3 der vorgesehenen Anwendung ausgewahlt
und gemal den einschlagigen Leitfaden und den Herstellerangaben verwendet
werden. Eine Wirksamkeitsprtfung sollte beispielsweise nach einschlagigen
Normen nachgewiesen werden (47). Die Wirksamkeit der angewendeten Desin-
fektionsverfahren muss auBerdem durch regelmaBige Hygiene-Kontrollen
Uberprift werden (z. B. Abklatsch-, Abstrichuntersuchungen, Luftkeimzahlbe-
stimmungen, etc.). Dazu ist es hilfreich, die in den entsprechenden Bereichen
zu erwartende mikrobielle Kontamination einzuschatzen. Empfehlungen far
mikrobiologische Grenzwerte sind beispielsweise im EG-GMP-Leitfaden, Annex
1 spezifiziert. Ein Testverfahren zur Uberpriifung einer Oberfléchendesinfektion
wird im Anhang angegeben.

5.2.1 Desinfektionsmethoden

Voraussetzung fur eine wirksame Desinfektion ist eine griindliche Reinigung
der entsprechenden Oberflachen. Bestimmend fir den Erfolg einer Desinfekti-
onsmaBnahme ist in erster Linie die antimikrobielle Wirksamkeit (Einwirkzeit
und Konzentration des Desinfektionsmittels). Bei den eingesetzten Desinfekti-
onsmitteln soll eine maglichst rickstandsfreie Anwendung unter Bertcksichti-
gung der Materialvertraglichkeit gewahrleistet sein. In der Regel werden Fla-
chendesinfektionsverfahren unter Einwirkung eines mechanischen Effektes als
sogenannte ,Scheuer-Wisch-Desinfektionsverfahren” eingesetzt.

Sofern keine Scheuer-Wisch-Desinfektion maglich ist, wird das Desinfektions-
mittel ohne mechanischen Einfluss als Sprihdesinfektion auf die Oberflache
aufgebracht. Die Sprihdesinfektion ist aufgrund der Personalgeféahrdung infol-
ge der feinen Zerstaubung von Wirkstoffen nur dann einzusetzen, wenn eine
Wischdesinfektion nicht moglich ist. Organismen werden nur abgetotet und
bleiben als residuale biogene Verunreinigung auf der Oberflache existent.

Die Tauchdesinfektion ist insbesondere bei schwer zuganglichen/ zu desinfizie-
renden Komponenten anzuwenden. Hohlkdrper sind beispielsweise so einzule-
gen, dass Luft aus der Kavitat vollstandig entweichen kann und alle Oberfla-
chen benetzt werden. Nach der Einwirkzeit sind desinfizierte Gegenstande
grandlich unter flieBendem Wasser abspulen.

FUr die automatisierte Desinfektion von Rdumen werden verschiedene Vernebe-
lungstechnologien eingesetzt. Eine der Vernebelungsmaoglichkeiten ist die HPV-
Technologie. HPV (Hydrogen Peroxide Vapour) steht flir Wasserstoffperoxid-
Vernebelung (dry fogging). Weitere Vernebelungsverfahren arbeiten z.B. auf
der Basis von Wasserstoffperoxid/Peressigsaure (wet fogging). Beim Einsatz von
Vernebelungstechnologien muss gewahrleistet werden, dass die Wirkstoffkon-
zentration Uber einen bestimmten Zeitraum gehalten wird. Mit Hilfe von Bioin-
dikatoren wird die Desinfektionsleistung und mit chemischen Indikatoren die
Wirkstoffverteilung Uberprift. Die Eignung der mit dem desinfizierenden Nebel
in Berlihrung kommenden Materialien sollte Uberprift werden. Die US-
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amerikanische Food and Drug Administration (FDA) referenziert dazu auf eine
Materialstudie, publiziert in der PDA Vol. 57, No. 1, 2003 (48).

5.2.2 Validierung

Samtliche DesinfektionsmaBnahmen sind als gesamtes Verfahren zu validieren
und zu dokumentieren. Geeignete Validierungsverfahren sind Prozesskontrollen
(z.B. Bioindikatoren, chemische Indikatoren und parametrische Uberwa-
chungsmaBnahmen) sowie Endproduktkontrollen (z.B. Abstrich, Kontaktkultur,
Raumluft). Die Art der Validierung muss an die spezifischen Oberflacheneigen-
schaften (Ecken, Kanten, geometrische Gestaltung) angepasst werden. DarUtber
hinaus sind die Reinraume selbst im Rahmen der Prozessvalidierung (PQ) Teil
des notwendigen Validierungsprozesses. Bei der Prozessvalidierung in der
pharmazeutischen Herstellung wird am Endprodukt getestet, ob der geflhrte
Prozess unter denselben Bedingungen immer das beabsichtigte Ergebnis erzielt.
Die Validierung muss fur jedes neue Produkt trotz baugleicher oder identischer
Geratschaften und Automatisierung (siehe Kapitel 17) erneut durchgefthrt
werden.

6 Biomonitoring

Biokontaminationskontrolle
Markus Keller

Zur Beurteilung der Reinraumbedingungen bei hygienekritischen Anwendun-
gen ist die reine Partikelmessung nicht allein geeignet. Jedoch besteht ein Zu-
sammenhang zwischen der Partikelkonzentration in der Reinraumluft und der
entsprechend zu erwartenden Keimbelastung. Luftgetragene Mikroorganismen
befinden sind meist agglomeriert an Oberflachen von Partikeln zwischen 10
und 20 ym Durchmesser und sind demnach nicht , freischwebende einzelne
Mikroorganismen” (4). Die regelmaBige Uberprifung der mikrobiologischen
Luft- und Oberflachenqualitat in den jeweiligen Produktionsumgebungen und
praventive MaBnahmen zur Senkung des Risikos mikrobiologischer Kontamina-
tionen sind notwendig. Ein Wirksamkeitsnachweis der DesinfektionsmaBnah-
men sollte in das bestehende Monitoring-System aufgenommen werden. Diese
Monitoringergebnisse bestimmen die notwendigen Desinfektionsintervalle. Ein
gesamtheitliches Biomonitoring-Konzept schlieBt die Uberwachung des Perso-
nals mit ein. Grundsatzlich soll ein Biomonitoring zeigen, dass eine ausreichen-
de Keimreduktion erfolgt ist. Praxisbezogene Empfehlungen zum Biomonitoring
liefert unter anderem die US-Pharmacopoeia (4).

Biotische Partikel stellen in hygienekritischen Bereichen eine besondere Gefah-
renguelle dar. Sie bedUrfen eines entsprechenden Biomonitorings der Keimbe-
lastung in der Luft und der Oberflachen. Die meisten Nachweisverfahren beru-
hen auf einer Kultivierung der entsprechenden Keime. Die anzuwendenden

Methoden sind aus branchenspezifischen Standards und Regelwerken zu ent-
nehmen (1), (49), (50). Je nach Zustand und Art der Keime (VBNC - viable but
not culturable) konnen diese mit einem klassischen Kultivierungsverfahren teils
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nicht nachgewiesen werden (51), (52), (53). Es ist davon auszugehen, dass je-
des mikrobiologische Nachweisverfahren hinsichtlich der Zahleffizienz und Ent-
deckungswahrscheinlichkeit, der Selektivitat und Empfindlichkeit seine Grenzen
hat. Die Ergebnisse der einzelnen Nachweismethoden sind nicht direkt mitein-
ander vergleichbar und bedurfen einer vergleichenden Bestimmung. Es wird
erwartet, dass zuklnftige Entwicklungen alternativer mikrobiologischer Nach-
weisverfahren eine hohere Genauigkeit und Empfindlichkeit gegentiber den ak-
tuell verflgbaren Verfahren zeigen. Dies kann unter anderem auch zu einer
Anpassung der aktuellen Grenzwerte fuhren.

6.1 Bestimmung von Mikroorganismen in der Raumluft

Zur Detektion von Bioaerosolen gibt es verschiedene Nachweisverfahren, wel-
che je nach Anforderungen (Messraum, Methode, zu bestimmende Parame-
ter,...) entsprechend gewahlt werden mussen. Fur den spezifischen Nachweis
bestimmter Mikroorganismen sind entsprechende Selektionsmethoden zu ver-
wenden. Ein wichtiger Gesichtspunkt ist das Volumen der analysieren Luft. Um
den Grenzwert der GMP Reinheitsklasse A (<1 KBE/m3 Luft) sicher nachweisen
zu kdénnen, mussen mehrere Kubikmeter Luft durch die Nachweisapparatur ge-
fahrt werden. Nur dann kann eine ausreichende Messgenauigkeit und Messsi-
cherheit gewahrleistet werden.

6.1.1 Sedimentationsverfahren

Beim Sedimentationsverfahren wird ein Nahrboden fir eine definierte Zeit an
ausgewahlten Positionen offen im Raum positioniert. Die Auswertung erfolgt
nach Bebritung Uber die Auszahlung der Kolonien. Aufgrund der rein zufalls-
orientierten und nicht quantifizierbaren Sedimentation der Keime pro Luftvo-
lumen auf dem Nahrboden ist der Einsatz des Sedimentationsverfahrens vor al-
lem als einfaches qualitatives Screening zu sehen. Eine bewahrte Einsatzmog-
lichkeit von ausgelegten Nahrboden ist jedoch in kontrollierten Stromungsbe-
reichen (laminare Luftfihrung) zu sehen, um in einem ersten Screening eine
eventuell vorhandene Keimbelastung zu identifizieren. Fur die Einschatzung der
daraus zu ermittelnden Luftqualitat missen Erfahrungswerte basierend auf
vorhergegangenen Mehrfachmessungen vorliegen.
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Abbildung 7 Sedimentationsplatte nach Auslegen Uber eine definierte Probenahmezeit mit Wachstum von Pilzkolonien

6.1.2 Filtrationsverfahren

Beim Filtrationsverfahren wird ein volumendefinierter Luftstrom durch einen Fil-
ter (z.B. Membranfilter; Gelatinefilter) gesaugt. Zur Auswertung werden die Fil-
ter auf ein festes Nahrmedium Uberfihrt. Die Auswertung erfolgt nach Bebri-
tung Uber die Auszahlung der Kolonien (49), (50).

6.1.3 Impaktionsverfahren

Ahnlich laufen Messungen nach dem Impaktionsverfahren ab. Die zu untersu-
chende Luft wird aus einem angesaugten volumendefinierten Luftstrom direkt
Uber eine definierte Offnung auf der Oberflache eines festen Mediums
(Agarplatten, Agarstreifen) abgeschieden. Die Auswertung erfolgt nach BebrU-
tung Uber die Auszahlung der Kolonien. Beim Schlitz-Probennehmer (Slit-to-
Agar Air Sampler, STA) passiert das feste Nahrmedium kontinuierlich einen Im-
pationsschlitz, sodass eine gewisse zeitliche Auflosung der Ergebnisse moglich
wird. Kaskadenimpaktoren ermdglichen eine Aussage Uber die mikrobiologi-
sche Belastung einzelner PartikelgroBenfraktionen.

Biokontaminationskontrolle Fraunhofer IPA 23
Markus Keller 8. September, 2011



\

~ Fraunhofer

IPA

Abbildung 8 Keimsammler nach dem Impaktionsverfahren. Die Agarplatten werden unter der Disenplatte fixiert.

6.1.4 Impingerverfahren

Beim Impinger-Verfahren oder Gaswaschverfahren wird die zu untersuchende
Luft mit einem volumendefinierten Luftstrom durch eine Flissigkeit gesaugt. In
der Luft enthaltene Mikroorganismen werden in der FlUssigkeit abgeschieden.
Teile der Flissigkeit werden auf einem festen Nahrboden ausplattiert und inku-
biert. Die Auswertung erfolgt nach Bebritung Uber die Auszahlung der Kolo-
nien.
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Abbildung 9 Gaswaschflasche mit Néhrmedium und angeschlossener Probenahmepumpe zur Bestimmung von luftgetra-
genen Mikroorganismen

6.2 Bestimmung von Mikroorganismen auf Oberflachen

Zur Bestimmung von Mikroorganismen auf Oberflachen werden das Abklatsch-
verfahren und das Tupferverfahren/Abstrichverfahren (oft Swab genannt) an-
gewandt. Zu beachten ist, in wieweit Keime in Ritzen, Vertiefungen und Spal-
ten Uberhaupt mit dem Medium oder Tupfer in Kontakt kommen kénnen und
in wieweit eine Abldsung von der Oberflache erfolgt, denn nur abgeldste Kei-
me konnen spater als koloniebildende Einheit (KBE) nachgewiesen werden.

6.2.1 Abklatschverfahren

Beim Abklatschverfahren (54) wird ein festes Inkubationsmedium (Casein-Soja-
Pepton-Agar 0.4.) mit einer Oberflache von etwa 50 cm? (siehe EU-GMP Annex
(1)) auf eine plane Oberflache mit einem definierten Druck Uber eine definierte
Zeit gedruckt (funf Sekunden mit einem Druck, sodass nach Maglichkeit die ge
samte Oberflache mit dem Medium in Kontakt kommt, aber keine Luftblasen

entstehen. Bewahrt haben sich beispielsweise ein Auflagegewicht von 1 kg).

Die Inkubation erfolgt analog zu den anderen Kultivierungs-Nachweisverfahren.
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Abbildung 10 Abklatschplatten nach Analyse einer mit B.pumilus kontaminierten Kupferoberflache kontaminierten Oberfla-
che nach Inkubation. Der Abklatsch erfolgte zu verschiedenen Zeitpunkten. Es konnte die mikrobizide Wir-
kung von Kupfer veranschaulicht werden (55).

6.2.2 Tupferverfahren/Swabs

Die Tupferverfahren (56) werden bevorzugt bei nicht planen Oberflachen an-
gewandt, bei denen das Abklatschverfahren nicht eingesetzt werden kann. Da-
bei wird mit einem geeigneten Tupfer eine vorab mit einer sterilen Schablone
begrenzte definierte Oberflache (meist zwischen 20 und 50 cm?) abgereinigt
und die sich anschlieBend auf dem Tupfer befindenden Mikroorganismen wer-
den dann in eine entsprechende Losung Uberfihrt. Ein bestimmtes Volumen
der Loésung wird zur Zahlung der Mikroorganismen ausplattiert. Fir die Unter-
suchung von Isolatoren oder Bereichen der GMP Reinheitsklasse A mit einem
Limit von <1 KBE kann der Tupfer direkt in ein flissiges Inkubationsmedium
gegeben werden. Es kann dabei nur eine +/- -Aussage getroffen werden durch
ein Vorhandensein einer Tribung (= Wachstum von Mikroorganismen) des In-
kubationsmediums. Aufgrund des erforderlichen Limits von <1 KBE ist hierbei
jedoch eine +/- -Aussage ausreichend.
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Abbildung 11 Abstrich einer Edelstahloberflache mit einem sterilen Tupfer

6.3 Handschuhe

Dabei werden die Fingerspitzen der einzelnen Finger nach Anlegen des sterilen

Handschuhs auf eine Petrischale, geflllt mit einem entsprechenden Nahrboden,
gedriickt. GleichermaBen kann fir die Bekleidung verfahren werden. Die Nahr-
boden werden anschlieBend inkubiert und die koloniebildenden Einheiten nach
erfolgreicher Inkubation ausgezahlt. Diese Messung wird gegen Ende einer Ar-

beitsschicht oder nach Durchfiihrung hygienekritischer Prozesse empfohlen.
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Abbildung 12 Bestimmung der mikrobiologischen Belastung der Fingerspitzen von Handschuhen durch Eindricken der
Fingerspitzen auf einen Agar-Nahrboden

6.4 Nahrmedien zur Kultivierung von Mikroorganismen

Als mogliche mikrobiologische Nahrbéden kommen unter anderem ein in den
einzelnen Arzneimittelblchern (4), (57), (58) identisch standardisiertes Soja-
bohnen Casein Pepton Agar (CSD-Agar, CASO Bouillon) als Vollmedium zur
Detektion von Bakterien und Pilzen in Frage. Je nach Anwendungsfall konnen
dem Vollmedium noch Additive zur Reduktion des Einflusses von Reinigungs-
mitteln und Antibiotika zu selektiven Kultivierung zugesetzt werden. Zur spe-
ziellen Umgebungskontrolle hinsichtlich Pilzen kénnen allgemeine Pilzmedien
wie beispielsweise das Sabouraud Dextrose Agar-Medium (SDA) eingesetzt
werden.

Typischerweise werden die Nahrboden bei Temperaturen zwischen 22 und 30
°C fur zwei bis drei Tage unter hoher Luftfeuchtigkeit inkubiert. Parallel zu je-
dem Biomonitoring sollte auch die Sterilitat der Medien Uberwacht werden. Ein
weiterer sinnvoller Test ist der Wachstumskontrolltest. Dieser zeigt auf, ob und
in wieweit das ausgesuchte Medium das Wachstum ausgesuchter Stamme un-
tersttzt. Generell kann gesagt werden, dass ein geeignetes Medium das
Wachstum nach einem Ansatz mit 10-100 koloniebildenden Einheiten (KBE)
ermoglichen muss. (4).
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6.5 Keimidentifizierung

Je nach Fragestellung kann es notwendig sein, die isolierten Keime nicht nur
guantitativ, sondern auch qualitativ zu bestimmen. Hierzu gibt es verschiedene
Verfahren mit entsprechend unterschiedlicher Detailtiefe. Selektivnahrboden
stellen eine erste einfache Mdglichkeit der Eingrenzung der moglichen Genese
des Isolats dar. Die Anfarbung der bei gram-positiven Bakterien vorhandenen
Mureinhdlle stellt eine weitere Differenzierungsmoglichkeit dar (Gram-
Farbung). PCR (Polymerase chain reaction) Methoden basieren auf der Bestim-
mung einer DNA-Sequenz des Isolats und deren Abgleich mit einer bestehen-
den Datenbank. PCR-Methoden sind sehr spezifisch, aber teils teuer und auf-
wandig in der Anwendung. Es gibt mittlerweile sehr viele ,,ready to use” Kits
auf dem Markt zu Eingrenzung und Bestimmung der Isolate vor Ort, meist ba-
sierend auf einem immunologischen Nachweis oder Echtzeit PCR (real-time
PCR).

7 Schulung

Die Hauptquelle mikrobiologischer Kontamination in einer hygienischen Ferti-
gung ist das Personal. Der Betrieb eines Reinraums erfordert neben der War-
tung, Instandhaltung und Kontrolle der erforderlichen Produktionsumgebung
auch ein hohes Ausbildungs- und Schulungsniveau der eingesetzten Mitarbeiter
mit entsprechenden Uberwachungsmechanismen. Die Schulung von Bedie-
nungs- und Wartungspersonal hinsichtlich der Auswirkungen von Substanzfrei-
setzungen auf benachbarte, nicht selbst verantwortete Prozesse sowie die
Schulung praventiver MaBBnahmen zur Verhinderung der Freisetzung tragen
mafgeblich zur Betriebssicherheit einer hygienischen Fertigungsumgebung bei.
Besonders das mikrobiologische Umgebungsmonitoring erfordert ein sorgsa-
mes Vorgehen, sodass der Vorgang der einzelnen Probenahmen nicht zusatz-
lich Mikroorganismen in die Produktionsumgebung einschleppt.

Personalschulungen sollten die Grundlagen fur die Sterilproduktion und Mikro-
biologie, Reinigung und Desinfektion, Medienauswahl und —Vorbereitung, Ste-
rilisierung und den Einfluss von entsprechenden Handhabungsschritten auf die
potentielle Freisetzung von Mikroorganismen als wichtige Punkte beinhalten.
Ein weiterer integraler Bestandteil sind die Forderungen und Vorgaben der
GMP. Ein entsprechender Gesundheitsnachweis des Personals sichert den
Betreiber ab. Nur gesunde Personen durfen in den hygienekritischen Reinraum-
umgebungen arbeiten. Die Personalhygiene beim Eintreten in kontrollierte hy-
gienekritische Fertigungsumgebungen ist einer der wichtigsten Faktoren, wel-
cher entsprechend geschult und Gberwacht werden muss. Nach dem Ankleiden
der Mitarbeiter mit entsprechend geeigneter Reinraumkleidung, Mundschutz
und Handschuhen, muss der Mitarbeiter standig seinen Bekleidungszustand

Biokontaminationskontrolle Fraunhofer IPA 29
Markus Keller 8. September, 2011



\|

= Fraunhofer

IPA

uberwachen, damit kein zufalliger Missstand in der Bekleidung zu unerwiinsch-
ten mikrobiologischen Kontaminationen flhren kann.

Selbst ein engmaschiges Umgebungsiberwachungsprogramm kann nicht alle
plotzliche und unvorhergesehen auftretende Risiken feststellen. Dies unter-
streicht die Wichtigkeit der entsprechenden Personalschulungen.

8 Zusammenfassung

Bei der Reinraumplanung fur eine hygienische Produktionsumgebung sind un-
ter anderem folgende Gesichtspunkte zu beachten: Standortwahl, notwendige
Reinheitsklasse mit der entsprechenden Filtertechnik, die Materialauswahl der
Wande, Decken und FuBboden mit besonderem Fokus Reinigbarkeit und Sterili-
sierbarkeit, das hygienegerechte Design der Maschinen und Anlagen mit der
entsprechenden Materialauswahl, Verwendung von Isolatoren oder anderen
abgrenzenden Techniken mit entsprechenden Schleusenkonzepten.

Wahrend des Betriebs einer hygienekritischen Fertigung mussen die entspre-
chenden Reinheitsparameter wie Biokontamination und Partikel in der Luft und
auf Oberflachen, Aufrechterhaltung von Zonenkonzepten, Keimeintrag durch
Rohstoffe und Personal, Uberwachung der Temperatur und Feuchte ausrei-
chend engmaschig kontrolliert werden, um eine Abweichung im besten Fall
schon wahrend ihres Entstehens durch das Uberschreiten einer Alarmgrenze
festzustellen. Reinigungs- und DesinfektionsmaBnahmen gilt es zu validieren
und kontrollieren.

Aufgrund der Tatsache, dass der Faktor Mensch in der hygienekritischen Pro-
duktion das groBte Gefahrenpotential darstellt, muss durch ausreichende und
regelmaBige Qualifizierungs- und SchulungsmalBnahmen ein sicheres Arbeiten
bezuglich der einzelnen hygienischen Gesichtspunkten gewahrleistet werden.
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