Der rechtliche Hintergrund
Die GMP Guidelines fiir sterile
Fertigung [1] (basierend auf
91/356/EC und 91/412/EC)
fordern ein regelméRiges
mikrobiologisches Monitoring
von Raumluft und Oberflichen
in Klasse A Reinraumbereichen.
Dieses Monitoring greift in der
Praxis auf eine Reihe von ver-
schiedenen Verfahren zuriick.
So etabliert sich hdufig eine
Kombination aus Sedimenta-
tionsplatten, aktiver volumetri-
scher Luftkeimsammlung und
Beprobung von Oberflichen
mittels Abklatschmethoden.
Alle diese Verfahren werden
regelmdRig in einer schriftlich
festgelegten Routine durch-
gefiihrt. Auch die USP 25 [2]
prasentiert einen tabellarischen
Aktionsplan, der Class 100
Reinrdume und die produktions-
unterstiitzenden Reinrdume in
unmittelbarer Ndhe betrifft.
Hier wird ein Monitoring
gefordert, das synchron mit
jeder Produktionsschicht lauft
und ein Minimum von 1 m?

Raumluft umfassen soll.

Abb. 1: Typischer Aufbau eines portablen
Luftkeimsammlers
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IS0 14698 [3] , der derzeit disku-
tierte neue Standard, verweist
ebenfalls auf den Bedarf eines
regelmdRigen mikrobiologischen
Monitorings im Betriebszustand
des Sterilraumes. Im Blatt 2 des
ISO Standards wird indirekt darauf
hingewiesen, dass die Monitoring-
frequenz und das Probennahme-
volumen der Luftkeimsammlung
hoch genug sein muss, um eine
statistische Signifikanz der er-
mittelten Daten zu gewdhrleisten.
Die Probennahmefrequenz ist ge-
mdll ISO Blatt 2 ebenfalls ab-
hdngig von spezifischen Faktoren
des Produktionsprozesses, des
Reinraumdesigns, der Wechselwir-
kungsstarke mit dem Menschen
und den historischen Erfahrungs-
werten eines bereits laufenden
mikrobiologischen Monitoringpro-
gramms. GemdR ISO Blatt 2 exis-
tiert dementsprechend kein allge-
meingliltiges  Monitoringschema
fiir alle Umgebungen [4].

Die Kurzzeitprobennahme

Im betrieblichen Alltag haben sich
etliche tragbare Luftkeimsammler
etabliert, deren Konzept kurze
Probennahmezeiten mit dem Im-
paktionsverfahren kombiniert. Bei
einem solchen Luftkeimsammler
(Beispielin Abb. 1) steht der hohe
Bedienkomfort bei gleichzeitig
niedrigem Gewicht von einigen
wenigen Kilogramm im Vorder-
grund. Ublicherweise wird diese
Art von Keimsammler mit wieder-
aufladbaren Batterien betrieben
undist als Folge fiir Probennahme-
zyklen im Minutenbereich (typisch
<10 Minuten fiir 1 m3 Luft) ausge-
legt. Diese Art von Keimsammler
ist somit ein beliebtes Instrument
fiir Kurzzeitbetrachtungen.

Die Probleme

der Langzeitprobennahme

Als Erweiterung der Probennahme
im Minutenbereich gibt es in der
pharmazeutischen Routine ein
wachsendes Interesse in Richtung
kontinuierlichem Monitoring oder
Keimsammlung mit hohen Probe-
mengen. Um die statistische Signi-
fikanz der Ergebnisse zu erhdhen,
wird eine Probenahme angestrebt,
die einen typischen Produktions-
zeitraum von 3 bis 4 Stunden be-
gleitet. Leiderist, solange portable
Keimsammler eingesetzt werden,
dieser Wunsch erfahrungsgemaR
von einigen uniiberwindlichen Hin-
dernissen begleitet. Die langen
Zeitraume bedeuten fiir die proben-

nehmende Person eine unange-
nehme Belastung und blockieren
eventuell die laufende Produktion.
Austrocknung des Nahrmediums
und ein Absterben friihzeitig ein-
gefangener Mikroorganismen konnen
weitere Problempunkte sein. Auch
setzt die immer haufiger anzutref-
fende Produktion in Isolatoren
dieser konventionellen Proben-
nahmetechnik Grenzen. Um sich
der Thematik des mikrobiologi-
schen  Langzeitmonitoring zu
nahern, reicht eine Anpassung der
konventionellen Kurzzeitkonzepte
leider nicht aus. Die Erhéhung des
Luftdurchsatzes durch ein Hand-
held-System fordert namlich den
Austrocknungsprozess des Nahr-
mediums drastisch, und eine stro-
mungstechnische Beschleunigung
der Keime fiihrt beim Auftreffen
auf das Medium zu Belastungen,
die ein Uberleben der Organismen
in Frage stellt. Auch die Aufent-
haltszeit des Luftkeimsammlers in
unmittelbarer Nahe zum Produkt
wird immer kritischer. SchlieBlich
sind handbetriebene Keimsammler
nicht vollstandig sterilisierbar, und
die integrierte Pumpe ist grund-
satzlich als permanente Partikel-
quelle zu verddchtigen. Ferner ist
in diesem Fall das Konzept einer
Batterieversorgung nicht langer
haltbar.

Wassermangel

als Kernproblem

Eine genaue Problemanalyse iden-
tifiziertdie Dehydrierung des Nahr-
mediums als das zentrale Problem
der Langzeit-Luftkeimsammlung.
Jeder lebende Organismus muss in
seiner Umgebung all diejenigen
Substanzen finden, die er zu seiner
spezifischen Energieerzeugung und
zur zelluldren Biosynthese braucht.
Neben diesen Nahrsubstanzen sind
Temperatur, Sauerstoff (anwesend
oder abwesend) und Wasser wei-
tere Faktoren von entscheidender
Bedeutung. Wasser ist das
Losungsmittel, in dem die Mole-
kiile des Lebens geldst sind, und
die Verfiigharkeit von Wasser ist
mithin der kritische Faktor fiir das
Wachstum aller Zellen. Die Wasser-
verfiigbarkeit fiir eine Zelle hangt
von der Konzentration in der
Raumluft (relative Feuchte) oder
der Konzentration im Nahrmedium
ab (Wasseraktivitat). Die Wasser-
aktivitdat (Aw) von reinem H,0 ist
1,0 (100% Wasser). Mikroorganis-
men leben iiber einen Aw-Bereich
von 1,0 bis 0,7 [5]. Da also die



Abb. 2: PMT Langzeit-
luftkeimsammler Typ ATRIUM

Abb. 4: Gesamtkonfiguration des
ATRIUM Systems von PMT zum Einsatz
in Isolatoren
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effiziente Wasserversorgung fiir Bakterien
liberlebenswichtig ist, muss eine Langzeit-
Luftkeimsammlung dafiir sorgen, dass Dehy-
dration nicht das Wachstumsvermdgen der
eingefangenen Keime unterdriickt.

Langzeitprobennahme -

eine technische Umsetzung

Die Validierungsberichte des in Abb. 2 dar-
gestellten Impaktionssystems prdsentieren
eine Konstruktion, die eine Wasserversorgung
tiber 3 Stunden Probennahme sicherstellt [6].
Hier wird die Raumluft wohldefiniert ange-
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saugt und das Stromungsbild durch eine Edel-
stahlkammer prazise ausgebildet. SchlieRlich
erfolgt die eigentliche Luftkeimsammlung auf
einer konventionellen Petrischale. Die Auswahl
des jeweiligen Nahrmediums kann frei er-
folgen. Die Wachstumstests bei 21 °C Raum-
temperatur und 60% Luftfeuchte umfasst
4 Organismenstimme - namentlich Bacillus
Subtilis, Escherichia Coli, Aspergillis Niger and
Candida Albicans. Die Testserien bei verschie-
denen Probennahmezeiten zeigen eine klare
Abhéngigkeit vom Wasserreservoir. Mit einer
Medienfiillung von 25 mlist bis zu einer Proben-
nahmemenge von etwa drei m* Luft ein gutes
Wachstum der Organismen festzustellen. Eine
erweiterte Befiillung mit 32 ml Nahrmedium
verldngert den Bereich des gesunden Orga-
nismenwachstums auf 6 m? Luftprobe. Deut-
liche Uberschreitungen dieser validierten
Probennahmemengen von 6 bzw. 3 m? zeigen
dann schliel3lich eine Unterdriickung des Orga-
nismenwachstums. Neben der Fiillmenge fiihrt
natiirlich auch die Medienauswahl zu unter-
schiedlichen Testergebnissen. Im Rahmen der
Validierung erlaubten einige 32 ml Ndhrmedien
eine dreistlindige Luftkeimsammlung (korres-
pondierend mit 6 m? Luft), wahrend andere
Agars Probennahmezeiten von bis zu 4 Stunden
zulieRen. Hier spiegelt sich der unterschied-
liche Feuchtegehalt der jeweiligen Ndhrbdden
wider. Der Testverlauf zeigt, dass der Effekt von
Raumtemperatur und  Raumfeuchte, im
Vergleich zum Beitrag des gewdhlten Probevo-
lumens und der Luftgeschwindigkeit, klein ist.
Die Strategie, die Probennahmezeit zu mini-
mieren, indem der Luftdurchsatz drastisch
erhoht wird, zeigt ebenfalls keinen giinstigen
Effekt auf das Austrocknungsverhalten des
Ndhrmediums. Abgesehen davon kann eine
Erhdhung der Luftgeschwindigkeit die Effizienz
der Probennahme vermindern und lebende
Organismen zerstoren. Der ISO 14698 Entwurf
sagt hierzu gleichlautend im Blatt 1, dass die
Impaktionsgeschwindigkeit einen Kompromiss
finden muss zwischen der Fahigkeit, lebensfd-
hige Organismen bis hinab zu 1 um fangen zu
konnen (hohe Geschwindigkeit) und dem
Schutz vor Beschadigung dieser Organismen
(niedrige Geschwindigkeit) [7]. Besondere
Vorsicht kann bei Hochgeschwindigkeits-
impaktion auf Filtern geboten sein. Neben der
hohen Auftreffgeschwindigkeit wird hier der
Organismus zusdtzlich durch einen perma-
nenten Wassermangel strapaziert.

Bei jeder Luftkeimsammlung ist zu bedenken,
dass ein Impaktionssystem mit relativ niediger
Stromungsgeschwindigkeit eventuell nicht alle
Keime einfangen kann. Hier muss das
stromungstechnische Design sicherstellen,
dass auch bei vergleichsweise niedrigen kineti-
schen Energien der angesaugten Organismen
eine Riickhalterate von 95 % oder besser
sichergestellt ist. Das Durchflusskonzept in
Abb. 3 ist mit den bereits genannten Orga-
nismen validiert und stellt die geforderte 95 %
Effizienz — auch {iber den 3 Stunden Langzeit-
einsatz - sicher.

Langzeitprobennahme in Isolatoren
Isolatoren bringen ihre ganz spezifischen
Problemstellungen beim Mikrobiologischen
Monitoring mit sich. Sie bendtigen normaler-
weise Ausriistungsgegenstiande, die gegen VHP
(dampformiges Wasserstoffperoxid) resistent
sind. Da eine hdufige Ein- und Ausschleusung
von Probennahmesystemen unerwiinscht ist,
wird eine Fernbedienbarkeit von Orten auBer-
halb des Isolators notwendig. Auch sind die
Platzverhdltnisse im Isolatorinnern haufig
sehr begrenzt, was fiir die Luftkeimsammlung
die Forderung nach kleinen Probennahme-
vorrichtungen mit sich bringt. Systeme,
welche diese Einsatzanforderungen weitge-
hend erfiillen, sind typischerweise zweigeteilt
(s. Abb. 4). Der eigentliche Luftkeimsammler
ist moglichst kompakt und VHP bestdndig. Nur
dieser Teil wird in den Isolatorbereich einge-
bracht. Die iibrige Infrastruktur zum Probe-
transport (Pumpen, Ventile...) wird auRerhalb
des Sterilbereiches montiert und ist fernbe-
dienbar. Die logische Ablaufsteuerung der
Luftkeimsammlung erfolgt dann entweder an
einem geeigneten Platz im Sterilbereich oder
vollstdndig im nicht sterilen Bereich. Diese
konsequente Dezentralisierung ermdglicht
auch im Innern von Isolatoren die Langzeit
Luftkeimsammlung.
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