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zur Uberwachung der mikro-
biologischen Qualitat von
Reinstwasser

Felix Thiele

BWT AQUA AG, Aesch, Schweiz

Um die Sicherheit der Patienten und die Qualitiit pharmazeu-
tischer Produkte zu gewiihrleisten, sind in den Pharmakopden
eindeutige Qualitidtsparameter fiir das verwendete Wasser defi-
niert. Der Parameter, welcher der Beurteilung der mikrobiolo-

gischen Qualitiit des Wassers dient, ist die Anzahl der

koloniebildenden Einheiten (KBE).

Wiihrend die Grenzwerte anderer geforderter Parameter wie
Leitfiihigkeit, Total Organic Carbon (TOC) oder Nitrat durch
Aufbereitungsanlagen auf dem Stand der Technik sicher einge-
halten werden, besteht bei der Mikrobiologie das Risiko der
Biofilmbildung und der Kontamination des Systems. Der Uber-
wachung der mikrobiologischen Qualitit kommt daher besondere

Bedeutung zu.

Fiir die Uberwachung der mikrobiologischen Qualitit gibt es
verschiedene Verfahren mit unterschiedlichen Vor- und Nachtei-
len. Die konventionelle Methode ist die Keimzahlbestimmung auf
festen Nihrmedien. In Laboren kommen allerdings schon seit
Liangerem alternative mikrobiologische Methoden anstelle der
etablierten Keimzahlbestimmung zum Einsatz, Diese Entwicklung
zeichnet sich nun auch zunehmend fiir industrielle Applikationen

im Reinstwasserbereich ab.

1. Keimzahlbestimmung zum
Nachweis der
mikrobiologischen Qualitit

Keimzahlbestimmungen auf der Basis
eines Agarmediums werden bereits
seit mehr als 130 Jahren eingesetzt,
um die mikrobiologische Qualitit des
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Wassers zu bestimmen [1]. Dafiir
wird ein definiertes Probenvolumen
auf ein spezielles, festes Nihrmedium
aufgebracht und fir einige Tage bei
konstanter Temperatur inkubiert. Die
gebildeten Kolonien werden ausge-
zihlt und deren Anzahl als koloniebil-
dende Einheiten (KBE) angegeben.

Auch wenn die Nihrmedien fiir
die Bestimmung der KBE als unse-
lektiv bezeichnet werden, wird doch
nur ein Bruchteil der tatsichlich
vorhandenen Bakterien mil dieser
Methode kultiviert |2], Durch das
verwendete Nihrmediam, die Inku-
bationszeil und -lemperatur werden
die kultivierbaren Baklerien vorse-
lektiert. Zum Beispiel unterstiitzt
die dem menschlichen Kérper ange-
passte Inkubationstemperatur das
Wachstum von fir den Menschen
pathogenen  Bakterien, wihrend
niedrigere  Temperaturen das
Wachstum von im Wasser lebenden
Bakterien unterstiitzen [1]. Aufier-
dem wird infrage gestellt, ob oder
wie sehr die Anzahl der KBE iiber-
haupt mit dem potenziellen Ge-
sundheitsrisiko fiir den Menschen in
Beziehung steht [2]. Ein weiteres
Problem ist, dass die Anzahl der
KBE nicht exakt der Anzahl der kul-
tivierten Bakterien entspricht, da
auch mehrere Bakterien zu einer
Kolonie zusammenwachsen kénnen.

Allgemein gesprochen handelt es
sich bei den auf festen Nihrmedien
kultivierten Bakterien uwm heterotro-
phe Mikroorganismen, da sie auf or-
ganischen Kohlenstoff als Ener-
giequelle angewiesen sind [2]. Die
im Reinstwasser zu findenden Bak-
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terien werden allgemein als oligo-
troph bezeichnet, da sie an niihr-
stoffarme  Umgebungen  angepasst
sind [3].

2. Bestimmung der
mikrobiologischen Qualitiit von
Ea_l_gsm'aque;_

Fiir die Freigabe von pharmazeuti-
schen Produkten ist die mikrobiolo-
gische Qualititskontrolle der Hilfs-
stofle, z. B. Reinstwasser, durch die
Pharmakopden vorgeschrieben. Die
allgemein anerkannte Arzneibuch-
methode zur  Bestimmung  von
Baklerien im Reinstwasser ist die
Keimzahlbestimmung  auf  festen
Nithrmedien., Fiir Wasser fir Injek-
tionszwecke (WF1) und Highly Puri-
fied Water (HPW) wird ein sog. R2A-
Agar als Nihrmedium vorgeschrie-
bhen [4, 5], welcher 1980 durch die
amerikanischen Bakteriologen Rea-
soner und Geldreich entwickelt wur-
de, um ein spezifischeres Nahrme-
dium fiir den Trinkwasserbereich zu
schalfen |6],

Fiir die Bestimmung der KBE im
WFI werden mindestens 200ml ei-
ner Probe durch eine Membran mit
einer Porengrofie von 045pum fil-
triert, Der Membranfilter wird an-
schlieBend auf eine R2A-Agarplatte
aufgelegt und die Platte fiir mindes-
tens 5 Tage bei 30-35°C inku-
hiert [4]. Nach 5 Tagen folgl eine
Auszithlung der KBE. Obwohl die
Pharmakopien die Methode der
Keimzahlbestimmung  auf festen
Nithrmedien mit vorhergehender
Membranfiltration  vorschreiben.
weist  diese einige grundlegende
Nachteile auf:

* Die Ergebnisse der Beprobung
sind frithestens nach 5 Tagen ver-
fiighar. Dadurch kommt es zur
verspateten Erkennung von Kon-
taminationen der Reinstwasseran-
lage, was die Reaktionszeit stark
verlingert. Dementsprechend
miissen pharmazeutische Produk-
te hiwfig unter Annahme der Ein-
haltung der mikrobiologischen
Grenzwerte produziert werden,
Die tatsichliche mikrobiologische
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Freigabe erfolgt erst 5 Tage nach
der Produktion.

Die fachgemiiie Durchfithrung er-
fordert viele manuelle Arbeits-
schritte, Dies ist nicht nur kosten-
und zeitintensiv, sondern birgt
auch die Gelahr der Kontamina-
tion der Probe. Die Kosten fiir
Nachforschungen von einer einzi-
gen falsch-positiven Bestimmung
an einem WFI point-of-use (POU)
werden aul 5 000-18 000 US-Dol-
lar geschiitzt [7].

Es werden nicht alle vorhanden
Bakterien gezihlt. Sowohl die Eu-
ropaische Pharmakopoe (Ph. Eur.)
ils auch die United States Pharma-
copeia (USP) definieren die Keim-
zahlbestimmung als eine Schiit-
zung der tatsichlich in der Probe
vorhandenen Bakterien |8, 9]. Wie
vorgingig erwithnt, wird jede KBE
als ein Bakterium interpretiert.
Hiiufig losen sich Bakterien jedoch
in Form von Biofilmabrissen von
Membranen oder Rohrleitungen
ab, wodurch auch mehrere Bakte-
rien in nur einer KBE wachsen
kinnen, Zusdtzlich konnen Bakte-
rien, die durch extreme Umweltbe-
dingungen .gestresst” werden, in
eine Art Ruhezustand wechseln,
Dieser Zustand wird von Experten
«viable but non-culturable”
(VBNC, auf Deutsch lebensfihig
aber nicht kultivierbar®) genannt.
VBNC sind also durchaus lebende
Bakterien, lassen sich aber nicht
auf einem Nihrmedium innerhalb
von 5 Tagen kultivieren. Sie sind
also weiterhin im Reinstwasser
vorhanden, kénnen jedoch nicht
mit der herkimmlichen Keimzahl-
bestimmung erfasst werden. Es
wurde gezeigl, dass selbst fiir den
Menschen pathogene Bakterien
sich in diesen Zustand versetzen,
indem sie ihren Stoffwechsel an
die Umgebungsbedingungen an-
passen [10].

Aufgrund der Methodik ist eine
Automatisierung schwierig, Fs
existicren zwar Analysegeriite zur
Auszithlung der inkubierten Niihr-
medien, die Probenahme und
-aufbereitung ist allerdings weiter-

hin manuell durch Fachpersonal
durchzufiihren.

* Linzelproben schaffen wenig
Uberblick iiber mikrobiologische
Trends in der Reinstwassceranlage.
Eine liickenlose Uberwachung der
Wasserqualitit ist mit diesem
Verfahren nicht moglich. Die ge-
wiihlten Intervalle fiir die Heif3-
wassersanitisierung membranba-
sierter Reinstwassererzeugeranla-
gen basieren fiir gewohnlich auf
den Erkenntnissen der initialen
Validierungsphase. Einmal festge-
legte Sanitisierungsintervalle wer-
den hiufig nicht reevaluiert.

3, Alternative mikrobiologische
Methoden

«Alternative mikrobiologische Me-
thoden™ sind Verfahren zur Bestim-
mung der mikrobiologischen Quali-
tit, die nicht dem herkommlichen
Keimzahlbestimmungsverfahren ent-
sprechen. Es existieren bereits viele
alternative Verfahren. Bislang wur-
den diese mehrheitlich in der For-
schung und nur selten im Reinstwas-
serbereich eingesetzt, obwohl zahlrei-
che offizielle Dokumente auf den
miglichen Einsatz dieser Methoden
verweisen.

Durch die Anpassung der Mono-
graphie 0169 der Ph.Eur. im April
2017 wurde die Relevanz der alter-
nativen mikrobiologischen Metho-
den weiter erhoht. Durch die Ande-
rung der Monographie darf WFI nun
auch mit nicht-destillativen Verfah-
ren produziert werden [4]. Das gril-
te Risikopotenzial membranbasier-
ter Produktionsanlagen ist das Bio-
fouling der Membranen. In der
Monographie wird darauf hingewie-
sen, dass entsprechende Mafinah-
men durchgefithrt werden miissen,
um zu gewihrleisten. dass die Zahl
der KBE angemessen kontrolliert
und iiberwacht wird |4]. Eine konti-
nuierliche Messung der Bakterien
ist in Anbetracht der pharmazeuti-
schen Relevanz des WF1 sicherlich
als .angemessen” einzuschitzen.

Die European Medicines Agency
(EMA) verlangt in ihrem Q&A-Doku-
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Abbildung 1: Der BWT AQU@Sense MB
ist ein automatisiertes Durchfiusszyto-
meter fiir dic kontinuicrliche Messung
van Bakterien im Reinstwasser (Quelle
aller Abbildungen: der Autor/BWT).

ment zur membranbasierten WEFI-

Erzeugung den Einsatz einer zuver-

lassigen Kontrollstrategie. Da der

Nachweis von Kontaminationen des

Wassers wegen losgerissener Biofil-

me mit Einzelmessungen schwierig

ist, werden kontinuierliche Uberwa-
chungssysteme  empfohlen. Die

Trendanalyse wird als kritischer

Faktor angesehen. Dementspre-

chend sollten alternative mikrobio-

logische Methoden in Erwigung ge-
zogen werden, um die frithzeitige

Erkennung von Kontaminationen

oder Biofouling gewihrleisten zu

kénnen und um sicherzustellen,
dass zeitnah reagiert werden kann

[11].

Alternative mikrobiologische Me-
thoden werden aufgrund ihrer Ei-
genschaft, Ergebnisse schneller als
die etablierte Methode zu liefern,
auch als  rapid microbiological
methods (RMM, auf Deutsch mikro-
biologische Schnellmethoden) be-
zeichnet. Verglichen mit der Arznei-
buchmethode weisen sie zahlreiche
Vorteile auf:

* Die Ergebnisse der RMM sind, ab-
hingig von der Methode bzw. der
eingesetzten Technologie, in Se-
kunden bis wenigen Stunden ver-
fiigbar. Damit sind die RMM deut-

o
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lich schneller als der etablierte
Tesl und im Fall von Kontamina-
tionen kann zeitnah reagiert wer-
den,

* Weniger manuelle Arbeitsschritte
werden benatigl. Dadurch redu-
ziert sich das Potenzial [ir
menschliche Fehler, z B. durch
Kontamination der Probe oder
durch falsches Auszihlen der
KBE. Die Chance fiir falsch-positi-
ve Ergebnisse ist geringer und
eventuell bendtigte Messwieder-
holungen konnen kurzfristig
durchgefithrt werden,

* Mit RMM werden weitaus mehr
der im Wasser befindlichen Bakte-
rien detektiert. Abhdngig von dem
angewandten Analyseverfahren
kénnen auch VBNC-Bakterien de-
tektiert werden, da viele Verfahren
die Bakterien direkt zihlen, an-
statt sie zuerst zu kultivieren, Da-

durch erklirt sich u. a. auch, wa-
rum die Messwerte der alternati-
ven Methoden hiufig tiber denen
der Arzneibuchmethode liegen. In
der USP steht, dass die Ergebnisse
der Arzneibuchmethode nur 0,1-
1 % der vorhandenen Bakterien
widerspiegeln, wenn man die Er-
gebnisse mit denen der Durch-
flusszytometrie vergleicht [9].
Abhiingig von der Methode sind
automatisierte Verfahren verfiig-
bar und ein kontinuierliches Mo-
nitoring ist méglich,

Durch kontinuierliche Verfahren,
kiirzere Ansprechzeiten und hihe-
re Genauigkeil lassen sich ein er-
hohtes Prozessverstiandnis und
Nachweise von Sanitisierungsef-
fekten generieren. Dadurch kon-
nen z. B, Sanitisierungsintervalle
reevaluiert und Kosten eingespart
werden.
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Abbildung 2: Messergebnis eines mit Durchftusszytamelrie analysierten Reinst-
wassers. Der rol markierte Bereich ist das . Gate” innerhalb dessen die Bakterien
gezdhlt werden. Die vertikale Linie unterscheidet zwischen grofien und kleinen
bakteriellen Zellen. FLI und FL2 entsprechen den beiden Fluoreszenzkanidilen. Die
Intensitiit der Fluoreszenz ist ein relativer Wert ohne Finheit.
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Abbildung 3: Nachweis des Biofoulings wihrend des Intervallbetriebs (N = 117). Die Anlage wurde bis
zum 56. Messpunkt im Danerbetrieb gefahren und dann iber Nachi gestoppi. Ab dem 57. Messpunki

warde dic Anlage im Intervallbetrieb gefahren. Vertikale Linien markieren jeweils das Abschalten der
Anlage iiber Nacht und das erneute Anfahren am folgenden Morgen.

4. I}url:hflussz:.'mmclri; als
alternative Methode

Es ist zu erwarten, dass die Bedeu-
tung der RMM fiir die mikrobiologi-
sche Qualititskontrolle von Reinst-
wasser zunimmt. Aus diesem Grund
wurden bei BWT verschiedene RMM
getestel. Zusitzlich wurden mehrere
Forschungsprojekte zu RMM und
zur membranbasierten Produktion
von WFI durchgefithrt. Dabei hat
sich die Durchflusszytometrie als
vielversprechendes Verfahren her-
ausgestellt. Als Ergebnis hat BWT ei-
ne eigene Losung zur kontinuierli-
chen Bestimmung der Bakterien im
Reinstwasser lanciert (Abb. 1).

In Laboratorien Fir aquatische
Mikrobiologie und im Trinkwasserbe-
reich setzt sich die Durchflusszyto-
metrie seit Jahren verstirkt durch und
die Relevanz der Ergebnisse wurde
vielfach wissenschaftlich belegt [12-
14]. Das Schweizerische Lebensmittel-
handbuch referenziert die Durchfluss-
zytometrie bereits seit 2012 als aner-
kannte Methode zur Bestimmung der

Bakterien im Trinkwasser [15).
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Die automatisierte Durchflusszy-
tometrie ist ein Batch-Verfahren, in
dem folgende Schritte nacheinander
durchgefiihrt werden:

* Die Reinstwasserprobe wird aus
dem kontinuierlich durchstrim-
ten Probenehmer entnommen.

* Die Probe wird mit einem DNA-
spezifischen Farbstoff gemischt.

* Wihrend einer kurzen Einwirkzeit
dringt der Farbstoff in die DNA
der Zelle ein.

® Die angefirbte Probe wird durch
eine Kapillare gefiihrt.

® Ein Laser regt den DNA-gebunde-
nen Farbstofl zum Fluoreszieren an,

* Die Intensitit der Fluoreszenz
wird fiir jedes organische und
anorganische Partikel detektiert,
Die Intensitit der Fluoreszenz
steigt mit der Menge des gebunde-
nen Farbstofls.

- Bakterien fluoreszieren umso
stiirker, je groBer sie sind bzw.
desto mehr DNA sie aufweisen,

- Anarganische Parlikel emittie-
ren keine Fluoreszenz in aus-
reichender Intensitiit, da an sie
kein Farbstoff gebunden ist.

* Auswerlung der Ergebnisse an-
hand der spezilischen Fluores-
zenzcharakteristika: Der numeri-
sche Wert des Ergebnisses wird
als Totalzellzahl (TZZ) baw, Zel-
len/ml angegeben.

® Ein Reinigungsschritt stellt sicher,
dass das Analysegeriit frei von Bio-
fouling bleibt und nur die tatsich-
lich im Reinstwasser vorhandenen
Bakterien detektiert werden.

Uber Referenzlésungen mit lluores-

zierenden Mikrokugeln werden die

JGates”, also die Grenzen, definiert,

in denen die Bakterien in dem in

Abb, 2 dargestellten Plot zu finden

sind (rot markierter Bereich). Die

Gates dienen dazu, die Signale der

Bakterien von denen des Hinter-

grunds und des Grundrauschens des

Detektors zu trennen.

5. Validierung alternativer
mikrobiologischer Methoden

Die grofite Herausforderung zur
Etablierung der RMM im Markt ist
sicherlich die Validierung der Analy-
segerite durch die Anwenderseite,

Pharm. Indl. 86, Nr. 11, 15421549 (2018)
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Abbildung 1: Vergleich TZEZ vor und nach Sanitisierung (N, sasiorong = 100, Nooos sanisisierang = 23). Die Kiisten
enisprechen den Werten swischen dem oberen und unteren Quartil (mittlere 50 % der Werte), die horizontale
Linte dem Mittelwert. Der Bereich swischen den JWhiskers" entsprichi den mittleren 90 % der Werle.

Derzeit ist die Keimzahlbestimmung
aul festen Nahrmedien weiterhin die
Arzneibuchmethode und die Grenz-
werte sind in .KBE/ml" bzw. _.KBE/
100 ml®  definiert. Demgegeniiber
stehen die Ergebnisse der RMM, die
iL.doR. von den Ergebnissen der
Standardtests  abweichen, Sowohl
Kapitel 5.1.6 der Ph.Eur. als auch
Kapitel <1223> der USP und das Do-
kument TR-33 der Parental Drug As-
sociation (PDA) beschreiben die
Miglichkeiten der Validierung der
alternativen Methoden [8, 9, 16).
Wie im  Kapitel5,1.6  der
Ph. Eur. beschrichen, Eisst sich eine
RMM mittels eines Vergleichs mit
dem etablierten Test anhand ver-
schiedener Parameter validieren. Bis-
herige Tests bei BWT haben gezeigt,
dass die Durchflusszytometrie ca. 10-
bis100-mal mehr Bakterien detektiert
als mit der Standardmethode an KBE
bestimmt wurden [17, 18]." Diese

' Die Ergebnisse wurden 2. T. in dem bereits
erschienenen Beitrag Membranbasierte WFI-
Erzeugung” von A. Minzenmay prasentiert
(Pharm. Ind. 2018:80(1 k115~ 126).
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Aussage steht im Einklang mit der ak-
tuellen Literatur iiber den Finsatz der
Durchflusszytomeltrie im Trinkwas-
serbereich, wobei hier z.T. noch ho-
here Faktoren angegeben werden [12,
13]. Auch die USP bestitigt diesen
Umstand mit der Aussage, dass der
etablierte Test beim Vergleich der Er-
gebnisse mit denen der Durchflusszy-
tometrie nur (,1-1% der vorhande-
nen Bakterien widerspiegelt [9]. Eine
direkte Korrelation der Ergebnisse
der RMM und der Standardtests
konnte bisher nicht gezeigt werden.

Auch wenn dies mehrheitlich als
Prablem angesehen wird, verweisen
sowohl die USP als auch die Ph. Eur.
auf die Moglichkeit dieses Falls. Die
beschriebene .Gleichwertigkeit™ der
Ergebnisse kann statt auf die nume-
rischen Werte auch auf die Qualitiit
der Entscheidungsgrundlage bezo-
gen werden. Hierbei muss die alter-
native Methode eine mindestens
gleichwertige Beurteilung zulassen
wie die Arzneibuchmethode [8].

In der Praxis ist es vorstellbar,
dass withrend der Qualifizierungs-
phase eines Reinstwassersystems, in

die KBE im Labor bestimmt werden,
parallel mit der zu validierenden al-
ternaliven mikrobiologischen Me-
thode gemessen wird. Selbst wenn
es keine direkte Korrelation gibt,
kinnen so Grenzwerte definiert wer-
den. Werden etwa im Reinstwasser
regelmiflig 2 KBE/100 ml bestimmt
und die Ergebnisse der alternativen
Methode liegen konstant unter
200 Zellen/ml, kinnte ein Grenz-
wert von 250 Zellen/ml  definiert
werden. Im Falle einer Uberschrei-
tung kann eine Untersuchung mit
der herkommlichen Methode durch
die mikrobiologischen  Experten
durchgelithrt werden. Solange die
Werte der alternativen Methode un-
ter diesem Grenzwert liegen, werden
lediglich die zur Freigabe bendtigten
Proben anhand der elablierten Me-
thode bestimmt.

6. Anwendungsbeispiele des
__AQU@Sense MB

‘ie von der Online Water Biobur-
den Analyzer Workgroup erwihnt,
sollen die alternativen Methoden

| welcher tiglich oder wochentlich l dazu dienen, Sanitisierungseffekte
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Vor- und Nachteile von Standardmethode und RMM im Vergleich.

(85 = |5 Tucoarae ~EERNN TS

Analysegeschwin- > 5 Tage Sekunden bis Stunden
digkeit
Reaktionszeit bei i
T
Kontamination 2 5 Tage Sekunden bis Stunden
Einzelne Keimzahlbestimmungen auf festem Nahrmedium 65- it ;
Kosten 110 US-Dollar [7) Hohe Investitionskosten, aber geringere Koslen pro Probe
Fehlerpotenzial Hohes Fehlerpotential durch manuelle Arbeilsschritte Geringes Fehlerpotential durch Automatisierung
Es wird geschatzt, dass nur0,1-1 % der in einer Probe
. vornandenen Baktenen tatsachlich auf einem Nahrboden Lebensfahige, aber nicht kultivierbare Bakterien kénnen auch
Detaktierts Bakletlon] . 1 cen [9]. L ebenstihige, sber nicht ultivierbare Bakierien detektiert werden.
konnen mit Plattentests nicht gezahlt werden.
Der Einsatz von Universalndhrmedien ermoglicht eing
Quantitative oder | _ UanUAve ;.f“mm““?" 9'”eslm°9'm*"t el alenstan Bisherige auomatisierte Verfanren messen die Bakterien
ualitabive Messung Spekirums von Mikroorganismen. Im Gegensatz dazu erlauben lediglich quanitativ
9 Selektivnahrmedien den Nachweis von ausgewahiten :
Mikroorganismen{gruppen).
Kontinulerliche/On- | ¢ <iud keine kontinuierlichen Messverfahren verfiigbar Es sind kontinuieriiche Messverfahren verfiigbar.
line-Messungen
Ein kontinuierliches Monitoring generier ein hohes MaB an
Prozesskontrolle und Die Prozesskontrolle und das Verstandnis werden nur Prozesskonirolle und -verstandnis. Sanitisierungsintervalle und
-verstindnis geringfugig beeinflusst (siehe alle vorherigen Punkie). -temperaturen konnen unaufwendig reevaluiert werden und
daruber weitere Kosten eingespart werden.
Akzepwn? fiar Arzneibuchmethode fi die Freigabe von Produkten Fir die Freigabe von Produkten nur nach einer Validierung
Produktfreigabe Zugelassen
Grenzwerte Grenzwerte sind in den Pharmakopoen definiert, Grenzwerte missen vom Anwender neu definiert werden.

und mikrobiologische Abweichun-
gen zu erkennen [7]. Am Beispiel ei-
ner membranbasierten Reinstwas-
seranlage wurde gezeigt, dass der
Wechsel von Dauerbetrieb zu Inter-
vallbetrieh zu einem erhéhten Bio-
fouling innerhalb der Anlage fithrt
und dies mit einem kontinuierlichen
Durchflusszytometer nachweishar
ist (Abb. 3).

Zu Beginn wurde die Anlage fiir
28 Stunden kontinuierlich betrieben
und danach iiber Nacht abgestellt.
Die mikrobiologische Qualitit des
Permeats der ersten Stufe wurde mit
einem AQU@Sense MB kontinuier-
lich iiberwacht, Die erhiéhten Aus-
schldge sind jeweils die erste Mes-
sung des Tages, nachdem die Anlage
itber Nacht abgestellt war. Danach
stabilisieren sich die Werle und es
ist zu erkennen, dass die Basislinie
itber mehrere Tage kontinuierlich
ansteigt. Dementsprechend konnte
eine Sanitisierung initiiert werden.,
sohald die Zellen/ml einen in der
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Qualifizierung  definierten  Grenz-
wert iiberschreiten.

Abbildung 4 zeigt den Vergleich
der TZZ einer HPW-Anlage vor und
nach einer chemischen Sanitisie-
rung. Sowohl der Mittelwert als
auch die Standardabweichung neh-
men nach der Sanitisierung ab. Da-
riiber hinaus ist zu erkennen, dass
sich die Anzahl der Ausreifier redu-
ziert hat.

7. Zusammenfassung

Die Implementierung der RMM wird
allgemein durch die Pharmakopden
und durch weitere Institutionen wie
die PDA und EMA unterstiitzt, Leit-
tiden zum Ablauf der Validierung
sind vorhanden. Anhand von Versu-
chen konnte gezeigt werden, dass
sich die Durchflusszytometrie [iir
die kontinuierliche Messung von
Bakterien im Reinstwasser eignet.
Sowohl Biofouling als auch der Ef-
fekt der Sanitisierung kénnen mit

dieser Methode nachgewiesen wer-
den. Da die
weiterhin die Keimzahlbestimmung
auf festen Nidhrmedien ist, miissen
RMM zur Freigabe von Produkten
vorgingig anhand der Pharmako-
poen validiert werden. Allerdings

Arzneibuchmethode

konnen auch ohne eine Validierung
viele Vorteile der RMM (Tab. 1) ge-
nutzt werden und die Probenanzahl,
die mit der etablierten Methode aus-
gewertet werden muss, kann redu-
ziert werden. Frei werdende Res-
sourcen kinnen z. B. darauf verwen-
det werden, anhand von Keimzahl-
bestimmungen auf spezifischen
Nahrmedien die Mikrobiologie des
Reinstwassers besser zu erforschen.
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