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Um die Sicherheit der Patienten und die Qualität pharmazeu
tischer Produkte zu gewährleisten, sind in den Pharmakopöen 
eindeutige Qualitätsparameter für das verwendete Wasser defi
niert. Der Parameter, welcher der Beurteilung der mikrobiolo
gischen Qualität des Wassers dient, ist die Anzahl der 
koloniebildenden Einheiten (KBE). 
Während die Grenzwerte anderer geforderter Parameter wie 
Leitfähigkeit, 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 Über
wachung der mikrobiologischen Qualität kommt daher besondere 
Bedeutung zu. 
Für die Überwachung der mikrobiologischen Qualität gibt es 
verschiedene Verfahren mit unterschiedlichen Vor- und Nachtei
len. Die konventionelle Methode ist die Keimzahlbestimmung auf 
festen Nährmedien. In Laboren kommen allerdings schon seit 
Längerem alternative mikrobiologische Methoden anstelle der 
etablierten Keimzahlbestimmung zum Einsatz. Diese Entwicklung 
zeichnet sich nun auch zunehmend für industrielle Applikationen 
im Reinstwasserbereich ab. 

1. Keimzahlbestimmung zum 
Nachweis der 

mikrobiologischen Qualität 

Keimzahlbestimmungen auf der Basis 
eines Agarmediums werden bereits 
seit mehr als 130 Jahren eingesetzt, 
um die mikrobiologische Qualität des 
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Wassers zu bestimmen 111. Dafür 
wird ein definiertes Probenvolumen 
auf ein spezielles, festes Nährmedium 
aufgebracht und für einige Tage bei 
konstanter Temperatur inkubiert. Die 
gebildeten Kolon ien werden ausge
zählt und deren Anzahl als koloniebil
dende Einheiten (KBE) angegeben. 

Auch wenn d ie Nährmedien für 
dje Bestimmung der KBE als unse
lektiv bezeichnet werden, wird doch 
nur ein Bruchteil der tatsächlich 
vorhandenen Bakterien mit dieser 
Methode kultiviert (2]. Durch das 
verwendete Nährmedium, die Inku
bationszeitund -temperatur werden 
die kultivierbaren Bakterien vorse
lektiert. Zum Beispiel unterstützt 
d ie dem menschlichen Körper ange
passte Inkubationstemperatur das 
Wachsturn von für den Menschen 
pathogenen Bakte rien, während 
niedrigere Temperaturen das 
Wachstum von im Wasser lebenden 
Bakterien unterstützen [ 1 ). Außer
dem wird infrage gestellt. ob oder 
"~e sehr d ie Anzahl der KBE über
haupt mit dem potenziellen Ge
sundheitsrisiko für den ivlenschen in 
Beziehung steht [2). Ein weiteres 
Problem ist, dass die Anzahl der 
KBE nicht exa.k1: der Anzahl der kul
tivierten llakterien entspricht, da 
auch mehrere Bakterien 1.u einer 
Kolonie zusammenwachsen können. 

Allgemein gesprochen handelt es 
sich bei den auf festen Nährmedien 
kultivierten Bakterien um heterotro
phe Mikroorganismen, da s ie auf or
ganischen Kohlenstoff als Ener
giequelle angewiesen sind [2]. Die 
im Reinst\vasser zu findenden Bak-
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terien werden allgemein als oligo· 
troph be7.Cichnct, da sie an nähr· 
~toffarmc Umgehungen angepasst 
sind 131. 

2. ße~timmun~: der 
rnil..rohiologischen Qualität \'On 

Hcinsh,·asser --- ----
Hir die rrc1gabe von phamla.teuli· 
sehen Produkten ist die mikrobiolo· 
gisehe QualilnlslontroUc der Hilfs· 
~toffe, z. B. Hl'instwasser. durch die 
l'hurmakoporn ''orgeschricben. Die 
ollgemein anrrkannte Auneibuch· 
methodc zur Bestimmung von 
lluktcricn im Heinstwasscr ist die 
Keimzahlbestimmung <tuf festen 
'lliihrmedien. Filr Wasser fur lnjek· 
1 ion".mecke (\\ Fl) und 1-Ughly Puri · 
f'ird \\'ater( IIP\\') wird ein ~og. R2A· 
t\gnr uls :--ltlhrmedium \'orgcschrie· 
brn (4. 5). \\elcher 1980 durch die 
anwril..anischen Bakteriologen Rea
sonrr und Geldreich entwid,elt \\1Jr· 
dt•. um ein spe7ifischeres Nährme· 
dlum für den Trinhvasserbcreich zu 
sl'hnffcn 16). 

Hir die Bestimmung der KßE im 
WH werden mindestens 200 ml ei 
ncr Probe durch eine Meml.mm mit 
cin.-r Porengröße von 0.45~tm fil. 
trirrt. Der :\lembrnnfilter \\ird an· 
S<'hhl'ßend auf eme R2A·Agarplatte 
nufgt>legt und die Plotte für mmdes· 
trns 5 Tage bei 30-35 •c inku· 
h1crt [-'). :-.lach 5 Tagen fol~ eulC 
\us1.ählung der KBE. Obwohl die 
Pharmakopöen die Methodl> der 
Kcim?.ahlbestimmung auf festen 
Niihnncdien mit vorhergehender 
Mcmhranftltration vorschrl'iben. 
wci~t diese einige grundlegende 
Nnchll'ile auf: 
• Die Ergebnisse uer Beprobung 

sind frühestens nach 5 Tagen ver
fugbar. Dadurch kommt es 1ur 
\erspäleten Frkennung von k.on
tammationen der Reinstwasscran
lage. was die Kl'llktions.t.eit stark 
\Crlungert. Dementsprechend 
mtisscn pharmo7eutische Produk· 
tc huufig unter Annahme der Ein· 
hultung der mikrobiologischen 
Grenzwerte produziert werden. 
Die talsächliche mikrobiologischl' 
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frcigabc erfolgt erst5 Tage nach 
der Produktion. 

• Die fachgemäße Durchführung er· 
fordert viele manuelle Arbeits
~chrillc. Dies ist nicht nur kosten· 
und 7rilintensiv, sondern birgt 
auch die Gefahr der Kontamina
tion der Probe. Die Kostl'n fiir 
~ochfor~chungen ,·on einer eillLi· 
gcn fal<~h-positiven ßc,timmung 
an einem WT'I point-of-use (POU) 
werden uuf 5 000-18 000 L'S-Dol· 
lnr geschiit.tl 171. 

• Es werden nicht aUe ,-orhonden 
Bakterien /llc'l.ählt. Sowohl die Eu· 
ropüischr l'lumnakopöc ( l'h. Eur.) 
uls uuch die United States Phurma· 
copein (USI') definieren die Keim· 
1ahlbestimmungals eine Schäl· 
wng der talsächlich ill der Probe 
•orhandenen Bakterien [8. 91. Wie 
'orgängig cm·ähnt. ";rd jede Kßf, 
ah ein Bal.:terium interpretiert. 
lliiufig lö~n sich Bakterien jedoch 
in Form ,·on Bioftlmabris;en von 
Membranen oder Rohrleitungen 
ab. wodurch auch mehrere Baktr· 
ri(•n in nur einer KBE "achsen 
können. Zusätzlich können Bakle· 
l'lcn. die durch extreme Umwclthe· 
dingungen .gestresst" werden. in 
eine Art Ruhezustand "cchseln. 
Die er Zustand \\;rd ,·on f.Apertcn 
.,iable but non-culturable" 
(VB~C. aufDeut~ch Jebensf:ihig 
aber nicht kulthierbar) genannt. 
\ II'I:C sind al~ durchauslebende 
Uaktcrien, la~sen sich aber nicht 
auf l'inem Nährmedium innNhalb 
von 5 Tagen kultivieren. Sie sind 
also weiterhin im Reinstwas~cr 
vorhanden. können jedoch nirhl 
mit der herkömmlichen Kl'imzohl· 
bcsl immungerfasst werden. E~ 
wurde ge7eigt. dass selbst filr den 
:\lcnschen pathogene Baktl'rien 
s1ch 10 diesen Zustand ,·ersellen. 
indem sie ihren Stoffwechsel an 
die Lmgebungsbedingungen on
passen [ 10). 

• Aufgrund der :\1ethodik ist cmr 
Automatisierung sch\\~erig. I'~ 
exisl icren zwar Analysegcriitr ?.ur 
Auszählung der inkubierten Nühr· 
mcdlcn, die Probenahme und 
-aufbcreitung ist allerdillgs weiter 

hin manuell durch Fochprrsonul 
durchzufiihren. 

• Einzelproben schaffen wenig 
Oberblick über mikrobiologische 
Trends in der Reinstwass!'ronlage. 
Eine lückenlose Überwachung der 
Wasserqualität ist mit diesem 
Verfahren nicht möglich. Die ge
wählten lnten·aUe für d1e Ht>iß
wassersaniti~ierung memhranba· 
sicrter Heinstwasserencugcronla
gen basieren für gewöhnlich auf 
den Erkenntnissen der inil ialen 
\'olidierungophase. Einmol festge
legte Sanitisierungsintcrvalle wer· 
den hiiufig uicht recvaluil'rt. 

3. ,\lternath e mil..rob•olo~i~rht> 
1\lelhoden 

.J\Jiernative mikrobiolog;sclw Me
thoden" sind \'erfahren zur Hcstlm
mung der mikrobiologischen Quoli · 
lill. die nicht dem herkömmlichen 
KeimL.ahlbestimmungsverfahren cnl· 
>prechen. Es cJ.iSlieren bereit~ ,;l'le 
alternative Vrrfahren. Bislang wur· 
den diese mehrheitlich in der l·or· 
schung und nur ~elten im Rcinstwo~

serbcreich eingesetzt. obwohl znhlrci· 
rhc offizieUe Dokumente auf den 
möglichen Einsatz dieser Methoden 
''"r" ei~en. 

Durch die Anpassung der Mono
graphie 0169 der Ph. Eur. im April 
201i wurde dJe Relevanz der alter
nali\'Cn mikrobiologischen :\lctho· 
den weiter erhöht. Durch die Ände· 
rung der Monographie darfWPinun 
auch mit nicht·destillath·en Vl'rfnh· 
ren produ.dert werden (4]. Dos größ· 
tc Risikopotenzial membranhnsier· 
tcr Produktionsanlagen ist das Bio· 
fouling der Membranen. ln der 
Monographie wird darauf hingewie· 
scn. dass entsprechende l\laf5nah· 
mcn durchgeffihrt werden mübwn. 
um 7U gewährleisten, dass die Zahl 
der Kß E angemessen kontrolliert 
und ubcm-achl "ird [4). Eine konti
nuierliche Messung der Bakterien 
iol in Anbetracht der pharmoleuli· 
sehen Relevan~; des VlFI sichrrlkh 
;1ls .angemessen" einzuschätzen. 

Die European :\ledicines Agcncy 
(E:\1A) verlangt in Ihrem Q&A· Doku· 
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Abbildung 1: Der BWT AQU@Sense iiiB 
ist ein automatisiertes Durcliflruszyto
meter jiir die kontinuierliclre Messung 
von Bakterien im 1/eillstwasser (Quelle 
aller Abbildungen: der Autor/ßii"I). 

ment zur membranbasierten WF!
Erzeugung den Einsatz einer zuver
lässigen Kontrollstrategie. Da der 
Nachweis von Kontaminationen des 
Wassers wegen losgerissener Biofil
me mit Einzelmessungen schwierig 
ist, werden kontinuierliche Überwa
chungssysteme empfohlen. Die 
Trendanalyse ''~rd als kritischer 
Faktor angesehen. Dementspre
chend sollten a lternative mikrobio
logische Methoden in Erwägung ge
zogen werden, um die frühzeitige 
Erkennung von Kontaminationen 
oder Biofouling gewährleisten zu 
können und um sichenustellen, 
dass 7-eitnah reagiert werden kann 
[ll]. 

Alternative mikrobiologische i'vle
thoden werden aufgrund ihrer Ei
genschaft, Ergebnisse sehneUer als 
die etablierte Methode zu liefern, 
auch als rapid microbiological 
methods (RMM, auf Oeutsch mikro
biologische Schncllmethoden) be
zeichnet. Verglichen mit der Annei
buchmethode weisen sie zahlreiche 
Vorteile auf: 
• Die F.rgebnisse der RMM sind, ab

hängig von der Methode bzw. der 
eingesetzten Technologie, in Se
kunden bis wenigen Stunden ver
fügbar. Damit sind die Rl.\1M deut-
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lieh sehneUer als der etablierte 
Test und im Fall von Kontamina
tionen katm zeitnah reagiert wer
den. 

• Weniger manuelle Arbeitsschritte 
werden benötigt. Dadurch redu
ziert sich das Potenzial für 
menschliche Fehler, z. B. durch 
Kontamination der Probe oder 
durch falsches Auszählen der 
KBE. Die Chance für falsch-positi
ve Ergebnisse ist geringer und 
eventuell benötigte Messwieder
holungen können kurzfristig 
durchgeführt werden. 

• Mit RMM werden weitaus mehr 
der im Wasser befindlichen Bakte
rien detekliert Abhängig von dem 
angewandten Analyseverfahren 
können auch VBNC-Bakterien de
tektiert werden, da viele Verfahren 
d ie Bakterien direkt zählen, an
statt sie zuerst zu kultivieren. Da-

N 
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durch erklärt sich u. a. auch, wa
rum die !Vlesswerte der alternati
ven Methoden häufig über denen 
der Arzneibuchmethode liegen. In 
der USP steht, dass die Ergebnisse 
der Ar.weibuchmethode nur 0,1-
1 % der vorhandenen Bakterien 
"~derspiegeln, wenn man die Er
gebnisse mit denen der Durch
flusszytornetrie vergleicht 191. 

• Abhängig von der Methode sind 
automatisierte Verfahren verfüg
bar und ein kontinuierliches Mo
nitoring ist möglich. 

• Durch kontinuierliche Verfahren, 
kür"ere Ansprechzeiten und höhe
re Genauigkeitlassen sich ein er
höhtes Prozessverständnis und 
Nachweise von Sanitisierungsef
fekten generieren. Dadurch kön
nen z. ß. Sanitisierungsintervalle 
reevaluiert und Kosten eingespart 
werden. 

5 5.5 6 6.5 

Fll 
Abbildung 2: 111essergcbnis eines mit Durclrjlusszyt.ometrie analysierten Reinst
wassers. Der rot markierte Bereich if;t das "Gate" itmerlralb dessen die Bakterien 
gezählt werde11. Die vertikale Linie antersclreidet zwischen großen und kleinen 
bakterieihm Zellen. FLI rmd FL2 entsprechen den beiden Fluoreszenzfwnälen. Die 
ltuensität der Fluoreszenz ist ein relativer Wert oh11e Einheit. 
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tlbbifcümg 3: ,\'achw~L• dt'!i 8/nfnulings währmd des lntervaflb<lrlebs (N = 117). Die tintage wurde bbo 
zum 56. tlf~sspunkJ Im JJauerb<lrl~b gefahren und dann übrr Nacht ge.<topJlt. Ab dem 57. Jllesspmrkt 
wurde die Anlage im Intervallbetrieb gefahren. VerliktJlil Linltn markirren jeweils das Abschalten der 
Anwge über Narltf und das """"'"Anfahren am folgenden JUorgeu. 

4. Uurchflusszytomt'trir nls 
alternative Mcthod1• 

Es ist zu erwarten, dass die Bedeu· 
tung der RMM für die mikrobiologi· 
sehe Qualitätskontrolle von Reinst· 
wasser zunürunl. Aus die~em Grund 
wurden bei B\\'T verschiedene fu\'lM 
getestet. Zusätzlich wurden mehrere 
Forschungsprojek-te zu fu\lM und 
7ur membranbasierten Produktion 
von WFI durchgeführt. Dabei hat 
sich die Durchflusszytometrie als 
vielversprechendes Verfahren her· 
ausgestellt. Als Ergebnis hat BWT ei· 
ne eigene Lösung zu r kontinuierli · 
rhen Bestimmung der Baktt:rien im 
Reinstwasser lanciert (i\bb. 1). 

ln Laboratorien für aquatische 
Mikrobiologie und im Trinkwasserbe· 
reich setzt sich die Durchfluss7yto
metrie seit Jahren verstärk't durch und 
die Relevan.t der Ergebnisse wurde 
vielfach wissenschaftlich bclegt (12-
14 ]. Das Schweizerische Lebensmittel· 
handbuch referenziert die Durchllu;s· 
zytometrie bereits seit 2012 als aner· 
kannte Methode zur Bestimmung de1· 
Bakterien im Trink·wasser [15]. 
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Die automatisierte Durchflusst.y· 
tometrie ist ein ßatch -Vcrfahren, in 
dem folgende Schritte nacheinander 
durchgeführt werden: 
• Oie Reinstwasserprobe \\1rd au~ 

dem kontinuierlich durchström· 
ten Probenehrner entnommen. 

• Die Probe ''~rd mit einem DNA· 
spezifischen Farbstoff gemischt. 

• Während einer kurzen Einwirheil 
dringt der Farbstoff in die D~A 
der Zelle ein. 

• Die angefärbte Probe wird durch 
eine Kapillare geführt. 

• Ein Laser regt den DNA·gcbunde· 
nen Farbstoffzum Fluoreszieren an. 

• Oie Intensität der Fluoreszenz 
wird für jedes organische und 
anorganische Partikel detek'tiert. 
Die Intensität der Fluoreszenz 
steigt mit d er Menge des gebunde· 
nen Farbstoffs. 
- Bakterien fluores.tieren umso 

stärker, je größer sie sind bzw. 
desto mehr DNA sie aufweisen. 

- Anorganische Partikel emittie· 
ren keine Fluoreszenz in aus· 
reichender Intensität. da an sie 
kein Farbstoff gebunden ist. 

• Auswt:rlung der Ergebnisse an· 
band der spezilisclum Fluores· 
?.enzcharaktt:ristika: Der numeri· 
sehe Wert des Ergebnisses wird 
als Totalzellzahl (TZZ) bzw. Zel· 
len/ ml angegeben. 

• Ein Reinigllltgsschrit t stellt s icher, 
dass das Analysegerät frei \'On Bio· 
fouling bleibt und nur die tatsäch· 
lieh im Reinstwass er vorhandenen 
Bakterien detek'tiert werden. 

Über Referenzlösungen mit nuores· 
zierenden Mikrokugeln werden die 
.. Gates", also die Grenzen, denniert, 
in denen die Bakterien in dem in 
Abb. 2 dargestellten Plot w nnden 
s ind (rot markierter Bereich). Die 
Gates dienen daw, die Signale der 
Bakterien von denen des Hinter· 
grunds und des Grundrauschens des 
Detektors zu trennen. 

5. Validierung alternativer 
mikrobiologischer i\-Iethoden 

Oie größte Herausforderung 7.ur 
Etablierung der fu\IIM im Markt. ist. 
sicherlich die Validierung der i\naly· 
segeräte durch die Anwenderseite. 
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Derzeit ist die KeimLnhlhestimmung 
auf festen Nährmedien writl'rhin die 
ArLnetbuchmetho<.le und die Grenz 
werte sind in .KBE/ ml" h/\\. _Kßl:/ 
100 ml" definierL Dcmgegenuber 
stehen die Ergebni~l>C der R \ IM. die 
i. d. R. von den Ergcbnio;sen der 
'it nnd ardtcsts 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· 
o;ociaUon (PDA) beschreiben die 
Möglichketten der Vahdicrung der 
alternativen ~lethodcn f8, 9, 16). 

Wie im Kapitel 5.1.6 der 
Ph. F.ur. beschrieben, lasst sich eine 
RMM mittels eines Vergleichs mi t 
dem etablierten Te~l anband 'er
sc:hiedener Parameter \alidicrPn. Bis
herige T~ts bei HWf haben gPJ.eigt. 
dass die Durchflu.o;st.) tometrir ca. 10-
b•s 100-mal mehr lloltericn detcl:tiert 
als mit der Standardmethode an I< BE. 
bestim mt wurden [ 17. 181.'1 Diese 

1 llle Erg~bmsse ""rd•n 2 T. lu dem hercit.s 
crsd\lt'nfn#n Beotrng .. Membranl>.ulcrte \\ Tf
rnMtJW'c;· \""00 .\. Mmte-nmay pr~ntiert 
(Pharm.lnd. 2018..80(1):115 U6). 

l'hom~.lnd. &0. "'· II, 1512 1549 (2018) 
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Aussage strht im Einklang mit der ak 
LueUen Literatur über den EinsalL der 
Durthflussz)1ometrie im Trink"as 
serbcre•ch. wobei hier z.. I . noch ho
here Faktoren angegeben werden 112, 
U]. Auch dir LSP bestätigt diesen 
Umstand mit der Aussage. da~s der 
etablierte Test bPim Verglc•ch der Er
gebnisse mit dl'nen der Durchnu~t.y

tometrie nur 0.1-1 % der vorhantle 
nen Bakterien w;derspiegelt [9]. Fine 
direkte Korrelation der Ergl'bn~~ 
der R.\L\1 und der Standardtests 
konnte bt>her nicht gezeigt werden. 

Auch wenn dies mehrheitlich ab 
Problem a ngesehen wird, verweisen 
sowohl die USP als auch die Ph. Eur. 
auf die Mogl1chkeit dieses Falls. Die 
beschriebene .Gleichwertigkeit" der 
Ergebnb>e kann ~tatl auf dJe nume
rischrn \\'erte auch auf d1e Qualitül 
der l'ntscheidungsgrundlage be?o
gen werden. Hierbei mus> die altrr· 
native Methode eine rnindest rn~ 

gleichwertige Beurtei lung wlnssen 
wie die Arzneibuchmethode 181. 

ln drr Pra.'tis ist es vorstellbar, 
dass wöhrend der Qualifi'Gierungs 
ph.ISC emes Reinstwassersystems. m 
welcher täglich oder wöchentlich 

die KBC im Labor bestimmt werden, 
parallel mit drr :tu validirrenden aJ. 
ternath·en mil.tobiologischen ~le

thode gemessrn '"rd. Seihst wenn 
r~ keine direkle Korrelation gibt, 
können so Gren/\\Crlc definiert wer· 
den. Werden rhur im Reinstwasscr 
regelmüßig 2 K UJ::/ 100 ml bestimm t 
und die Ergehnis~e der alternath•en 
r.lethode lirgen konstant unter 
200 ZeUen/ ml, könnte ein Grenz
wert von 250 'l ellcn/ ml definiert 
werden. Im Fallr einer Übcrschrei· 
tung kann einr Untersuchung mit 
der herkömmlichen :'\1cthode durch 
die mikrobiologischen Experten 
durchgeführt werden. Solange die 
Werte der alternativen Methode un
ter diesem Gren7\vcrt liegen, werden 
lediglich die zur l'reigabe benötigten 
Proben anband drr etablierten i\le
thode besfunml 

6. Anwcndung!tbeisp il'll' d es 
__ A_,Q,_l'_. (!• Sc n sc M II 

Wie \'On der Online \\'alcr Biobur· 
den Analyzer Workgroup emiihnt. 
sollen die o.lternati\en ~1ethoden 
daiU dienen, Saniti,icrun~effekte 
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• Tabelle I 

Vor- und Nachteile von Standardmethode und RJviM im Vergleich. 

Faktor Plattentests RMM 
Analysegeschwin-

~ 5 Tage Sekunden bis Stunden 
digkeit 

Reaktionszeit bei 
~ 5 Tage Sekunden bis Stunden 

Kontamination 

Kosten 
Einzelne Keimzahlbestimmungen auf festem Nährmedium 65-

Hohe lnvestitionskosten, aber geringere Kosten pro Probe 
110 US-Dollar (71 

Fehlerpotenzlai Hohes Fehlerpotential durch manuelle Arbe~sschritte Geringes Fehlerpotential durch Automatisierung 

Es v.ord geschätzt. dass nur 0,1-1 %der in einer Probe 

Delektierte Bakterien 
vorhandenen Bakterien tatsächlich auf einem Nährboden Lebensfahige, aber nicht kultivierbare Bakterien können auch 

wachsen (9). Lebensfähige, aber nicht kultivierbare Bakterien delektiert werden. 
können mit Plattentests nicht gezählt werden. 

Der Einsatz von Universalnährmedien ermöglicht eine 

Quantitative oder 
quantitative Bestimmung eines möglichst weit gefassten 

Bisherige automatisierte Verfahren messen die Bakterien 
Spektrums von Mikroorganismen. Im Gegensatz dazu erlauben 

qualitative Messung 
Selektivnährmedien den Nachweis von ausgewählten 

lediglich quantitativ. 

Mikroorganismen(gruppen). 

Kontinuierliche/On-
Es sind keine kontinuierlichen Messverfahren verfügbar. Es sind kontinuierliche Messverfahren verfügbar. 

line-Messungen 

Ein kontinuierliches Monitaring generiert ein hohes Maß an 
Prozesskontrolle und Oie Prozesskontrolle und das Verständnis werden nur Prozesskontrolle und -verständnis. Sanitisierungsintervalle und 

-verständnis geringfügig beeinflusst (siehe alle vorherigen Punkte). -temperaturen können unau~vendig reevaluiert werden und 
darüber weitere Kosten e1ngespart werden. 

Akzeptanz für 
Arzneibuchmethode für die Freigabe von Produkten 

Für die Freigabe von Produkten nur nach einer Validierung 
Produktfreigabe zugelassen 

Grenzwerte Grenzwerte sind in den Pharmakopöen definiert. Grenzwerte müssen 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
vallbetrieb zu einem erhöhten Bio
fouling innerhalb der Anlage führt 
und dies mit einem kontinuierJjchen 
Durchflusszytometer nachweisbar 
ist (Abb. 3). 

Zu Beginn ·wurde die Anlage für 
28 Stunden kontinuierlich betrieben 
ttnd danach über Nacht abgestellt. 
Die mikrobiologische Qualität des 
Permeats der ersten Stufe wurde mit 
einem AQU@Sense lviD kontinuier
lich überwacht. Die erhöhten Aus
schläge sind jeweils die erste Mes
sung des Tages, nachdem die Anlage 
über Nacht abgestellt war. Danach 
stabilisieren sich die Werte und es 
ist zu erkennen, dass die Basislinie 
über mehrere Tage kontinuierlich 
ansteigt, Dementsprechend könnte 
eine Sanitisierung initiiert werden, 
sobald die Zellen/mi einen in der 
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Qualifizierung definierten Grenz
wert übcr~chreiten. 

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

7 . Zusammenfassung 

Die Implementierung der RMM wird 
allgemein durch die Pharmakopöen 
und durch weitere Jnstitutionen wie 
die PDA und EMA unterstützt. Leit
fäden zum Ablauf der Validierung 
sind vorhanden. Anhand von Versu
chen konn te gezeigt werden, dass 
sich die Durchflusszytometrie für 
die kontinuierliche Messung von 
Bakterien im Reinstwasser eignet. 
Sowohl Biofoullng als auch der Ef
fekt der Sanitisierung können mit 

dieser Methode nachgewiesen wer
den. IJa die Arzneibuchmethode 
weiterhin die Keimzahlbestimmung 
auf festen Nährmedien ist, müssen 
RNIM zur Freigabe von Produkten 
vorgängig anhand der Pharmako
pöen val idiert werden. Allerdings 
können auch ohne eine Valid ierung 
viele Vorteile der RMM (Tab. 1) ge
nutzt werden und die Probenanzahl, 
d ie mit der etablierten Methode aus
gewertet werden muss, kann redu
ziert werden. Frei werdende Res
sourcen können z. 8. darauf verwen
det werden, anhand von Keimzahl
bestimmungen auf spezifischen 
Nährmedien die Mikrobiologie des 
Rcinstwassers besser zu erforschen. 
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