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Luftkeimzahlung in Echtzeit

Autofluoreszenz Systeme und ihre Anwendungsfelder

Klassische Methoden und
Pharmazeutische Regelwerke

Treibende Kraft hinter dem Mikrobiologischen
Monitoring in der Pharmaindustrie sind die ein-
schlagigen Standards. Den Produktionsalltag do-
minieren der FDA " Guidance for Industry, Sterile
Drug Products” und der korrespondierende EU
“Guide to Good Manufacturing Practice”. Die-
se Dokumente beachten nur diejenigen Luftkei-
me, die noch zu einem Stoffwechsel fahig sind.
Denn eventuell vorhandene Keime sind auf ge-
eigneten Nahrmedien zu sammeln und durch
Bebriitung zu vermehren. Nach Abschluss der
Vermehrungsphase werden die Bakterienkoloni-
en ausgezahlt und als sog. Colony Forming Units
(CFU) ausgewiesen. Die EU/FDA Anforderungen
an aseptische Produktionsbereiche sind streng.
Fiir Grade A Bereiche (EU) respektive Critial
Areas (FDA) werden weniger als eine CFU pro
m? Reinraumluft spezifiziert. Bei derartig engen
Akzeptanzkriterien leuchtet es ein, dass eine
mikrobiologische Bewertung schnellstmdglich
vorliegen sollte. Leider liefert der konventionel-
le Weg zur CFU Bestimmung erst nach einigen
Tagen verlassliche Zahlergebnisse. Zudem bildet
die Probenahme per Sedimentationsplatten oder
aktivem Luftkeimsammler nur einen kurzen Zeit-
abschnitt der Fertigung ab.
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Geschédigte oder inaktive Keime sind eben-
so wenig erkennbar, wie mikrobiologische Sys-
teme, die sich vom verwendeten Nahrmedium
nicht zur Vermehrung angeregt fiihlen. Véllig il-
lusorisch ist auch der Nachweis von Keimen, die
vom physikalischen Prozess des Sammelns (z.B.
Impaktion) geschadigt werden.

Insgesamt also Griinde genug fiir Mikrobiolo-
gen, sich Methoden zu wiinschen, die eine mik-
robiologische Luftbelastung vollstandig und ohne
Zeitverzug nachweisen. Mit der Verfiigharkeit
neuer Laserlichtquellen erhalten die konventionel-
len Methoden nunmehr genau diese Ergénzung.

Die Vorstufe - DurchfluBzytometrie

Zahlreiche biologische Systeme lassen sich gut
mit kurzwelligem Licht energetisch anregen und
reagieren mit Re-Emission von niederfrequente-
rem Licht. Dieser Fluoreszenz Effekt wurde auch
bereits in der jiingeren Vergangenheit fiir mikro-
biologische Analysen eingesetzt. In sog. Durch-
fluBzytometern werden Fluoreszenzfarbstoffe
durch Stoffwechselprozesse an Miroorganismen
gekoppelt. Dieser Vorgang erfolgt grundsatzlich
in wassriger Losung. Die Kombination Organis-
mus/Farbstoff gelangt in die Wechselwirkungs-
zone eines oder mehrerer Laser. Wahrend pas-
sive, nicht stoffwechselnde, Partikel lediglich

Das Monitoring luftgetragener,
keimbildender Organismen gehort
zum klassischen Repertoire der
pharmazeutischen Mikrobiologie. Als
Diagnosewerkzeuge halten gegen-
wartig Schnellmethoden Einzug in
das aseptische Produktionsumfeld.
Der Artikel beschreibt eine Metho-
de zur Luftkeimzahlung in Echtzeit
mitsamt ihrer Grundlagen und den
apparativen Aufbau. Anwendungs-
felder werden ebenso diskutiert,
wie die Abgrenzungen zur konventi-
onellen Methodik.

VIRUS

Streulichtimpulse elastisch emittieren (emittier-
te Lichtwellenlange entspricht eingekoppelter
Lichtwellenlange), verraten sich stoffwechselnde
Organismen durch ein zusatzliches Fluoreszenz-
signal. Damit reprasentiert die DurchfluBzytome-
trie ein durchaus brauchbares Analyseverfahren
zur Keimzahlbestimmung. Prinzipbedingt wer-
den fliissige Proben nur mit einer vorhergehen-
den Probenaufbereitung analysiert. Auch dauert
die Anbindung des Fluoreszenzfarbstoffes eine
gewisse Zeit. Daher liegt eine typische Labor-
methode im diskontinuierlichen Betrieb vor. Um
auch Reinraumluft - in Echtzeit - analysieren zu
kénnen, ist eine Erweiterung des Prinzips zum
Verzicht auf Farbstoffe nétig.

Autofluoreszenz Methode

Die Methode basiert auf der Idee, charakteristische
Molekiile eines Mikroorganismus zur selbststan-
digen Fluoreszenz anzuregen. Spektroskopische
Detailanalysen ergeben, welche Schliisselmole-
kile mit moglichst einer einzigen Wellenlange
anzuregen sind. Beim vorgestellten Analysever-
fahren werden NADH (ein Koenzym, an zellularen
Stoffwechselreaktionen beteiligt) und Riboflavin
(Vitamin B2; wichtig fiir Stoffwechselprozesse)
als reprasentative Molekiilarten in vegetativen
Bakterien angeregt. Dekosa Pantaenséure (DPA
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Abb. 1: Optischer Aufbau eines Autofluoreszenz Keimzahlers

— eine Fettsaure) emittiert ebenfalls
Fluoreszenz und ist in Bakterien-
sporen zu finden. Die Fluoreszenz-
Emissionskurven aller drei beschrie-
benen Molekiile (berlappen sich
interessanterweise in nahen UV und
im violetten Spektralbereich. Daher
liegt es nahe, zur Anregung der Flu-
oreszenz hochwertige Diodenlaser
mit 405 nm Wellenldnge (violettes
Licht) einzusetzen.

Apparativer Aufbau

Abbildung 1 zeigt schematisch den
optischen Aufbau eines solchen Ge-
rates. Grundsétzlich sind Anleihen
aus der Konstruktion von konventi-
onellen Laser Streulicht Partikelzéh-
lern (OPC) erkennbar. Die Gasprobe
wird durch dass Messgerét gesaugt
und mittels Diisensystemen zur op-
timierten Wechselwirkungsgeome-
trie geformt.

Hauptunterschied zum konven-
tionellen OPC ist die Verwendung
eines recht kurzwelligen 405 nm
Lasers und die Integration eines
zweiten Nachweiskanals. Ein Se-
kundar Elektronen Vervielfacher
(Photomultiplier) erfasst schwache
Autofluoreszenz Signale der bio-
logischen Luftbestandteile. Simul-
tane Detektion elastischer und in-
elastischer Streuvorgange erlaubt
eine Erkennung und GroBenklassi-
fizierung biologischer Systeme. Das
Auflosungsvermdgen der  Optik
stellt sicher, dass Sporen und Bak-
terien darstellbar sind.

Als Hilfsinformation liefert die
Erfassung von 405 nm Streulicht in
Vorwartsstreuung  konventionelle
Partikeldaten, deren GréBenkana-
le mit 1SO 5 Reinrdumen konform
sind. Speziell der 50 um Parti-
kelkanal kann die Interpretation
von biologischen Zahlergebnissen
sinnvoll unterstiitzen. Der appara-

tive Gesamtaufbau eines solchen
Systems (Abb. 2) unterscheidet sich
nicht wesentlich von dem eines
konventionellen Partikelzahlers.
Alle praktischen Erkenntnisse
zur  bestmdglichen Probenahme
(isokinetische ~ Probenahmesonde;
BevALine Verschlauchung, Mini-
mierung der Schlauchlangen, etc.)
konnen fiir die neue MeBmethode
ibernommen werden.

Empfindlichkeit und der Ver-
gleich mit konventionellen
Methoden

Zunéchst einmal detektiert ein Au-
tofluoreszenz Luftkeimzahler kon-
ventionelle Luftkeime mit aktivem
Stoffwechsel (klassische CFU's)
und Luftkeime im Sporenstadium
(potentielle CFU’s). Dariiber hin-
aus werden aber auch geschadigte
und sogar abgetdtete Luftkeime
nachgewiesen, die konventionelle
Nahrmedien-Methoden unter kei-
nen Umstanden als CFU's erfassen.
Jedem Mikrobiologen ist daher un-
mittelbar klar, dass die Zahlergeb-
nisse eines Autofluoreszenz Gerates
liber denen einer konventionellen
Nahrmedienmethode liegen mis-
sen. Auch fiihrt der Umstand einer
zeitlich ltickenlosen Beobachtung,
mit Auflésungen im Sekundenbe-
reich, zu signifikant verbesserten
Zahlstatistiken.  Autofluoreszenz
Luftkeimzahler ,sehen” deutlich
mehr Ereignisse, als Verfahren, die
auf Vermehrung mit anschlieBen-
der CFU Zahlung basieren. Ferner
haben sie eine unvergleichbar bes-
sere zeitliche Auflosung mit verbes-
serter Zahlstatistik. Ein typisches
Beispiel hierfiir zeigt Abbildung 3.
Es verbleibt die wichtige Frage,
wie diese Schnellmethoden in den
betrieblichen Alltag zu integrieren
sind.
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Abb. 2: Autofluores-
zenz Luftkeimzahler

Abb.3:  Testresultate
aus  Luftkeimsammlung
eines E. coli Aerosols.
Messergebnisse  eines
Autofluoreszenzzéhlers
vs. Zahlergebnisse eines
Anderson Samplers.
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Einsatzfelder

Fest steht zunachst, dass die Zahl-
ergebnisse der neuen Methode, de-
nen aus konventioneller CFU Z&h-
lung massiv iiberlegen sind. Daher
ist ein 1:1 Methodentausch nicht
machbar — und auch nicht unmit-
telbar sinnvoll. Die klassischen Me-
thoden sind fest in den pharmazeu-
tischen Regelwerken verankert und
sollten zunachst die Kommunikati-
onshasis mit den Uberwachungs-
behdrden bleiben. Das Autofluores-
zenzgerat wird nun der klassischen
Methodik als machtiges Diagno-
se- und Qualifizierungswerkzeug
zu Seite gestellt. Bei auftretenden
Problemen in der konventionellen
Mikrobiologie wird die Schnellme-
thode zu Rate gezogen. GroBere
Messvolumina mit hoher statisti-
scher Signifikanz lassen nicht nur
Einzelprobleme sichtbar werden,
sondern erlauben sogar ein stabiles
Trending in Reinraumbereichen mit
wenig Zahlereignissen. Die Schnell-
methode hilft dem Mikrobiologen,
Problemen auf die Spur zu kommen
oder sogar friihzeitig zu erkennen,
daf sich die mikrobiologische Inte-
gritat einer aseptischen Produktion
ungiinstig zu entwickeln beginnt.

Ausblick

Mittels Autofluoreszenz Keimzah-
lern kdnnen pharmazeutische Pro-
duktionsprozess liickenlos beglei-
tet, auf Einzelereignisse und sogar
Niveauverschiebungen begutachtet
werden. UnverhaltnismaBige Akti-
onen nach der Auszahlung einzel-
ner CFU’s kdnnen damit in Zukunft
vermieden werden oder konnen
deutlich abgeschwacht ausfallen.
Anwenderberichte zeigen, daB Au-
tofluoreszenz Keimzahler ein wich-
tige Rolle bei der Erstqualifizierung
von Produktionsanlagen iberneh-
men. Anwendungen im Bereich des
kontinuierlichen GMP Monitoring
und der Produktfreigabe (Stichwort
Parametric Release) sind in der Vor-
bereitung und werden in kommen-
den Fachbeitragen diskutiert.

Quellenangaben auf Anfrage beim
Autoren erhéltlich.
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