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1 Zusammenfassung

In der Pilotanlage des Departments fuir Biotechnologie (DBT) an der Universitat
fur Bodenkultur Wien ist es maglich biotechnologische Prozesse im industriellen
Malfl3stab durchzufiihren. Diese Anlage wurde bis vor einigen Jahren industriell
genutzt. Mittlerweile wird die technische Anlage hierin ausschlief3lich zur
forschungsgetriebenen Lehre genutzt. Aus dieser Nutzung resultiert, dass es kein
Konzept mehr gibt, wie Kontaminationen der Pilotanlage vermieden werden

kdénnen.

Zuerst habe ich deshalb eine qualitative Risikobewertung mittels dreiteiliger
Skala anhand einer Fehlermdglichkeits-und -einflussanalyse (FMEA)
durchgefiihrt. Dabei wurden magliche Risiken einer biotechnologischen Anlage
anhand der in Europa geltenden Richtlinien fur die Gute Herstellungspraxis
(GMP) mit dem entsprechenden Fachpersonal erdrtert und bewertet.

Anschliel3end habe ich mikrobiologische Umgebungsuntersuchungen der Luft
sowie speziell definierter Oberflachen durchgefiihrt um einen Status Quo der

Kontaminationsgefahr durch die unmittelbare Umgebung feststellen zu kénnen.

Fehlverhalten des Personals aufgrund fehlender Schulung oder durch einen
Bedienfehler kristallisierten sich als haufigster Grund fiir ein Risiko zur
Kontamination der Anlage heraus. Aber auch das technische Versagen aufgrund
fehlerhafter Ventile und pordser Dichtringe war ein haufig genannter Grund. Mit
den genannten MalRnahmen sind nicht alle Risiken akzeptierbar geworden. Mit
den Umgebungsuntersuchungen konnten starker kontaminierte Bereiche
aufgedeckt werden und durch deren Reinigung und Desinfektion, sowie auch
durch die Schulung der betreffenden Personen auf diese Bereiche (Personal-
und Materialschleuse, Downstreamhalle, Waschkiiche) aufmerksam gemacht
werden. Es ben6tigt weitergehende Monitorings um sagen zu kdnnen, wie sich
die mikrobiologische Belastung in den einzelnen Raumen entwickelt und welche
Auswirkungen das auf den Upstream- oder auch Downstreambereich haben

kann.

Ziel dieser Masterarbeit ist es ein Grundkonzept zu erstellen, wie

Qualitatsmanagement in dieser Pilotanlage durchgefiihrt werden kann. Da die



erzeugten Proteine nicht vertrieben werden, missen die strengen Regeln der
pharmazeutischen Industrie zur Herstellung von Arzneimitteln nicht zwingend
beachtet werden. Es ist aber im Sinne des Departments, dass mit dieser Anlage
eine Briucke geschaffen wird zwischen universitaren Laborergebnissen und
pharmazeutischer Herstellung im IndustriemalRstab. Meine Masterarbeit legt
hierzu den Grundstein, indem sie kritische Prozessschritte bei der Fermentation
aufdeckt, sowie auch mit dem Monitoringprogramm ein Werkzeug zur Verfiigung

stellt um Trends zu erkennen, die zu einer Kontamination fiihren kdnnen.

Abstract

In the Pilot Plant of the Department of Biotechnology at the University of Natural
Resources and Life Sciences Vienna, it is possible to perform biotechnological
processes in industrial scale. Until a few years ago, this plant was used
industrially. Meanwhile, all the bioprocess engineering within the pilot plant is
undertaken for teaching purposes that is driven by research. This use results
therein, that there is no concept at hand how to avoid contaminations at the pilot

plant.

At first, | conducted a qualitative, tripartite risk evaluation according to a Failure
Mode and Effects Analysis (FMEA). Possible risks of the biotechnological facility
were evaluated according to the European guidelines for Good Manufacturing

Practice (GMP) and these risks were discussed with the expert staff.

Subsequently, | undertook microbial monitoring of the air and on predefined
surfaces to determine the status quo of contaminations that are derived by its

direct environment.

Incorrect operations caused by missing training or by operator error was most
often a reason for a risk of contaminating the facility. As well as technical failure
of erroneous valves or porous seal rings were often a reason. By the suggested
means, not all identified risks could be accepted. The environmental monitoring
could show more contaminated areas within the plant and by cleaning and
disinfection of these areas, as well as by training of concerned persons, a focus

could be set on those areas (personal and material lock, downstream hall, wash



kitchen). Further monitoring need to be done to verify the determined trend of the
bioburden within each room and to show which effects the bioburden has on the

upstream and downstream area.

The goal of this master thesis is to develop a basic concept how quality
management can be performed in this pilot plant. The strict rules of the
pharmaceutical industry for the manufacturing of drugs for human use do not
need to be applied because the produced proteins will be produced only for
research purposes. However, it is the aim of the department to establish a bridge
between laboratory results at a university and pharmaceutical manufacturing at
an industrial scale. Hence, my master thesis is providing the fundamental basis
by analyzing critical process steps at the fermentation and with the environmental

monitoring it provides a tool to detect trends that can lead to a contamination.



2 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Die Pilotanlage des Departments fur Biotechnologie (DBT) an der Universitat fur
Bodenkultur Wien ist darauf ausgerichtet biotechnologische Prozesse in einem
industriellen MaRRstab durchfihren zu kénnen. Eine besondere Herausforderung
stellt die Nutzung als Mehrzweckanlage dar, da unterschiedliche Organismen
(Bakterien, Hefen, Pilze, tierische Zellen usw.) verwendet werden. Die
Pilotanlage ist fur die forschungsgetriebene Lehre ausgelegt, was bedeutet, dass
in diesen Raumlichkeiten Kurse fir Studierende sowie Praktika durchgefuhrt
werden, aber auch Forschungsprojekte ihnre Anwendung finden. Ziel ist es diese
Anlage in Bezug auf die Qualitat in einen industriellen Kontext zu setzen, was
durch die Anwendung der Guten Herstellungspraxis (Good Manufacturing
Practice, kurz: GMP) in der pharmazeutischen Industrie erzielt wird. Meine Arbeit
soll hierzu die Grundlagen schaffen, indem die Kontaminationsmadglichkeiten
biologischer Herkunft im Rahmen eines umfassenden Raummonitoringkonzeptes
identifiziert und bewertet werden, sowie mogliche Wege zur Reduzierung solcher
Gefahren aufgezeigt werden. Um den industriellen Zusammenhang herzustellen
sollen hierzu Herangehensweisen genutzt werden, die in der pharmazeutischen

Arzneimittelherstellung ihnre Anwendung finden.

2.1 Einsatz des Risikomanagements

Mittels Fehlermdglichkeits- und -einflussanalyse (FMEA) habe ich die komplexen
Prozesse in der Pilotanlage in kleine Prozessschritte geteilt und die Risiken

ermittelt, denen diese Schritte ausgesetzt sind.

2.2 Bewertung von Risiken

Die Risiken werden von mir identifiziert und dann in einer Expertenrunde mittels
einer dreiteiligen Skala qualitativ bewertet. Eingeteilt werden diese Risiken in
akzeptierbare und nicht akzeptierbare Risiken. Zu den nicht akzeptierbaren

Risiken habe ich Mal3hahmen durchdacht, die dieses Risiko verringern um die

10



Akzeptanz des Risikos zu steigern. Anschlie3end wurde in der Expertenrunde

eine Zweitbewertung der Risikofaktoren durchgefihrt.

2.3 Qualitatssichernder Malinahmenkatalog

Dieser Katalog setzt sich aus MalRnahmen zur Schulung, zur
Systemuberwachung sowie aus einfiihrbaren Innovationen zusammen, die
teilweise auch Uberschneidend sind. (z.B. Implementierung einer
Standardarbeitsanweisung zur Selbstinspektion). In den Abbildung 32 -Abbildung

37 wird dieser Katalog dargestellt.

2.4 Raummonitoringkonzept erstellen

Um die Gefahrenpotenziale im gesamten Technikum besser einschatzen zu
kénnen, habe ich Umgebungsuntersuchungen auf mikrobielle Belastung
durchgefuihrt um herauszufinden, welche Bereiche des Technikums ein erhdhtes
Kontaminationsrisiko aufweisen. Hierbel ist es wichtig die Anzahl und die
genauen Orte sorgsam zu wahlen, damit das Monitoring im Ruhe- sowie im
Betriebszustand durchgeftihrt werden kann. Die Status-Quo-Bestimmung in Ruhe
hat einen umfassenderen Charakter als die Durchfihrung wahrend des
Betriebes. Das Raummonitoring im Ruhezustand wird in jedem Raum der
Pilotanlage durchgefihrt, wohingegen sich das Monitoring im Betriebszustand
auf Punkte fokussiert, die sich wahrend der Risikoanalyse als kritisch erwiesen
haben oder im Monitoring im Ruhezustand hohe Gesamtkeimzahlwerte erzielt
haben.
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3 Einleitung

3.1 Was ist GMP? Was sind Anforderungen bei industrieller

Herstellung?

Die Gute Herstellungspraxis (Good Manufacturing Practice, kurz: GMP) ist ein
System zur Sicherstellung, dass Produkte konsistent und kontrolliert nach diesen
Qualitatsstandards hergestellt werden. Es ist angelegt die Risiken zu minimieren,
die eine pharmazeutische Produktion mit sich bringt, die nicht durch
Untersuchungen des Endproduktes ausgeschaltet werden kénnen. Die grofdten
Risiken hierbei sind: unerwartete Kontamination der Produkte, [...], falsche
Beschriftung der Verpackung [...] sowie zu wenig oder zu viel aktive Substanz
[...]. GMP betrifft alle Aspekte der Produktion, vom Startmaterial, Raumlichkeiten
und Geréaten bis hin zur Schulung und Hygiene des Personals. Detalllierte,
niedergeschriebene Prozeduren sind wichtig fir jeden Prozess, der die Qualitat
des Endproduktes beeintrachtigen kénnte. Es missen Systeme vorhanden sein,
die dokumentiert beweisen kénnen, dass jeder Prozessschritt im
Herstellungsvorgang nach korrekten Prozeduren abgelaufen ist. (Def. GMP,
WHO)

In der Direktive 2003/94/EC* werden die Prinzipien der Guten Herstellungspraxis
fur medizinische Produkte fir Humananwendung sowie in der Direktive

91/412/EEC? fur den veterinarmedizinischen Gebrauch erlautert.

Detaillierte Richtlinien sind in der EU im EUDRALEX Vol.4 zu finden. Diese
dienen als Anleitung fir die Interpretation der oben genannten Direktiven. 3

Die ,International Council on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use” (ICH) ist eine Organisation,
deren Ziel es ist bestehende internationale Richtlinien zu harmonisieren. Sie
geben Richtlinien zu Qualitat, Sicherheit und Wirksamkeit von Arzneimitteln
heraus. Einen wichtigen Teil der Qualitatsrichtlinien stellt die Richtlinie Q9% dar, in
der es um Qualitatsrisikomanagement geht, aber auch andere Qualitatsrichtlinien
wie Q5A,C-E ,Quality of biotechnological products“>-8, Q6A und Q6B
~Specifications“>1° und die Q7 ,Good Manufacturing Practice“!* sind fur die

Pilotanlage als Anhaltspunkte wichtig.
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Generell gilt in der Guten Herstellungspraxis, dass alles, was nicht dokumentiert
ist, nicht gemacht ist. In der pharmazeutischen Industrie entwickelt sich deshalb
ein grolRes Schriftaufkommen. Die Erstellung und Pflege dieser Dokumentation
erfordert viel Zeit, die in diesem akademischen Kontext nicht vollstandig
umsetzbar ist, zumal eine entsprechend notwendige Organisation nicht gegeben

ist.

Die breite Palette der medizinischen Produkte kann grob in biotechnologische
sowie chemische Produkte unterteilt werden. Biotechnologische Produkte werden
aus lebenden Organismen gewonnen, isoliert oder mit Hilfe von Organismen
hergestellt. Chemische Produkte werden durch chemische Synthese- und
anschlieBende Reinigungsschritte hergestellt. Da in der Pilotanlage am
Department fir Biotechnologie (DBT) der Universitat fur Bodenkultur Wien mittels
pro- oder eukaryotischen Zellen Proteine hergestellt werden, fallt diese

Pilotanlage eindeutig in das Feld der Biotechnologie.?

In der Biotechnologie unterscheidet man zwei Prozesse in der
Wirkstoffherstellung. Die Fermentation bezeichnet eine Form der enzymatischen
Umwandlung organischer Stoffe und wird in der pharmazeutischen Industrie als
,=JUpstream processing”“ sowie die anschlielBende Aufarbeitung und Reinigung als

.Downstream processing“ bezeichnet.'?

Die Fermentation ist in klassische und biotechnologische Fermentation einteilbar.
Biotechnologische Fermentationen werden so genannt, sobald die verwendeten
Organismen durch rekombinante DNA verandert sind. Klassische
Fermentationsprozesse benutzen Mikroorganismen, die in der Natur vorkommen
oder durch konventionelle Methoden (z.B. Bestrahlung) verandert werden. Der
Grad an Kontrolle ist bei biotechnologischen Fermentationen grof3er als bei

klassischen Fermentationen.13

Ein pharmazeutisches Qualitdtsmanagement-System soll definiert und
dokumentiert sein. Dies gilt fir pharmazeutisch herstellende Betriebe. Fir die
Pilotanlage soll ein strukturiertes Dokumentationssystem eingefihrt werden, das

sich an den Vorgangsweisen der Guten Herstellungspraxis orientiert.*4

13



Das Ausmal}d des Aufwandes und der Dokumentationsumfang des
Qualitatsrisikomanagementprozesses ist verhéltnismafiig zu dem potentiellen

Risiko zu wahlen.13

Angemessene Kontrollen sollen auf allen Ebenen der Herstellung eingefuhrt sein
um die Qualitat des Produktes zu sichern. Angemessene Ausriustung soll
vorhanden und Umgebungskontrollen durchgefiihrt werden. Die
Akzeptanzkriterien der Qualitat der Umgebung und die Haufigkeit der Monitorings
sollten an den Produktionsschritt und an die Produktionsbedingungen angepasst

sein (offene oder geschlossene Prozesse).1?

Angemessene Prozeduren sollen vorhanden sein um Kontaminationen zu
entdecken und die einzuleitenden Maflinahmen beschreiben. Das beinhaltet
Prozeduren, die die Auswirkung der Kontaminationen auf das Produkt
beschreiben, sowie die Prozeduren, die die Ausriistung dekontaminieren und in
einen Zustand versetzen in dem diese wieder fur weitere Chargen eingesetzt

werden kdonnen.13

Teil des Qualitatsmanagement-Systems ist es ein effektives System zu

installieren das die aktive Mitarbeit von Management und Fachkraften erfordert.'®

In Kapitel 4 Teil 1 des EUDRALEX GMP VOL 4 ist die Dokumentation
verschiedener Prozesse u.a. auch des Umgebungsmonitorings als wichtiger

Bestandteil des Qualitaitsmanagement-Systems festgehalten.®®

Schon aufgrund der Nutzung der Anlage (Ubungsbetrieb mit Studierenden aber
auch Forschungsbetrieb) kann diese den hohen Anforderungen der in der
Industrie geforderten Guten Herstellungspraxis nicht gerecht werden. Zielfuhrend
ist hier also ein System einzuftihren, dass sich an der Guten Herstellungspraxis

orientiert und damit GMP-nah ist.
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3.1.1

a)

b)

3.1.2

d)

3.1.3

f)

9)

Prozesscharakteristika

Alle Prozessschritte zur Herstellung eines GMP-relevanten Produktes
sollen in Raumlichkeiten und mit Geraten durchgeftihrt werden, die daflr
geeignet sind. Des Weiteren ist die Arbeitsweise so zu wahlen, dass das
Kontaminationsrisiko minimiert ist.'3

Wenn offene Systeme verwendet werden, soll die Aufreinigung unter
Umgebungsbedingungen stattfinden, die angemessen fiur eine Erhaltung

der Produktqualitat sind.*3
Personal

Je nach den Erfordernissen kénnen unterschiedliche Hygieneprogramme
des Personals in einer Firma zur Anwendung kommen. Jede Person, die
sich in einem Bereich aufhalt, hat dasjenige Hygieneprogramm zu kennen
und strengstens Folge zu leisten. Diese Hygieneprogramme sollen durch
das Management getragen und tber Schulungen vermittelt werden.?*

In der Guten Herstellungspraxis werden medizinische Untersuchung des
Personals bei deren Einstellung durchgefiihrt.?*

Reinigung und Wartung

Ausristung und Utensilien sollen zu geeigneten Zeitintervallen gereinigt,
gewartet und desinfiziert werden um eine Fehlfunktion oder Kontamination
zu vermeiden, die die Sicherheit, Identitat, Starke, Qualitat oder Reinheit
des Arzneiproduktes Uber die offiziellen oder anderer festgelegter
Anforderungen hinaus verandert.?®> Mehrfache aufeinanderfolgende
Chargen ohne Reinigung kénnen durchgefiihrt werden, wenn die
Produktqualitat nicht kompromittiert wird.*3

Raumlichkeiten sollen vorsichtig gewartet werden, sodass sichergestellt
werden kann, dass Wartungs- und Reparaturarbeiten kein Risiko fir die
Produktqualitat darstellen. Raumlichkeiten sollen nach schriftlichen
Vorgaben gereinigt und, wenn moglich, desinfiziert werden.?6

Wenn Behéltnisse wiederverwendet werden, sollen diese in Einklang mit
den schriftlichen Anleitungen gereinigt sein und alle vorherigen

Beschriftungen entfernt oder unleserlich gemacht werden.*3

15
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h) Akzeptanzkriterien fir Rickstadnde sowie die Reinigungsprozedur und

)

k)

Wahl der Reinigungsmittel sollen festgelegt und gerechtfertigt werden.*3
Lagerrdume sollen fur alle Arten von Substanzen unter geeigneten
Bedingungen (sauber, trocken, in akzeptablem Temperaturbereichen?®)
verfugbar sein. Wenn Bedingungen kritisch fur Produkte sind, sollen diese
notiert werden.!® Uberflissige Primarverpackung soll vernichtet werden. 27
Waschbereiche von Geraten sollen von den Trocken- und Lagerbereichen
raumlich getrennt sein. 2’

Schriftliche Vorgange sollen etabliert sein, die jemandem die
Verantwortung fur die Reinigung Ubertragen und auch den
Reinigungsplan, das zu reinigende Material und die Reinigungsmittel
beschreibt.*?

Es sollen schriftliche Vorgange gemacht werden, wie
Nagetierbekampfungsmittel, Insektizide, Fungizide, Begasungsmittel
sowie Reinigungs- und Desinfektionsmittel eingesetzt werden.
Nagetierbekampfungsmittel, Insektizide und Fungizide sollen nur
eingesetzt werden, insofern diese registriert sind und im Einklang mit dem
.Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act“ der FDA sind.?®

Eine schriftliche Aufzeichnung lber die Reinigung von grof3en Geraten, die
Wartung (ausgenommen Routinewartungen wie Schmierfetten) und die
Benutzung sollen in geratespezifischen Logblichern gemacht werden.
Darin soll Datum, Zeit, Produkt und Lotnummer jeder Charge festgehalten
werden. Die Personen, die Reinigung oder Wartung durchfiihren oder
diese gegenprufen, sollen im Originalprotokoll unterschreiben und das
Datum angeben oder zumindest mit einem Kirzel angeben, dass die
Arbeit durchgefuhrt wurde. Eintrége im Protokoll sollen in chronologischer

Reihenfolge erfolgen.?®



3.1.4 Schulung

[) Schulungen und Trainings sollen regelmafig durch eine qualifizierte,

autorisierte Person durchgefiihrt werden und sollten zumindest die

Tatigkeiten abdecken, die der Mitarbeiter durchfuhrt. Aufzeichnungen tber

Trainings sollen aufbewahrt werden. Trainings sollen periodisch wiederholt

werden.13

m) Technische MalRnahmen

Einwegmaterial verwenden

Gewidmete Gerate (dedicated equipment)

Kontrollierte Staubentfernung

Einfach zu sdubernde Geréate

Nutzen von Cleaning-in-Place (CIP)

Risikominimierung der Kontamination durch rezirkulierende Luft
Waschbereiche von Geraten von Trocken- und Lagerbereichen

trennen?’

Organisatorische Mal3nahmen

Bestimmte Schutzkleidung in Raumlichkeiten lassen, die hohes
Kontaminationsrisiko haben

Reinigungsverifizierung nach jeder Produktkampagne stellt
Funktionieren des Qualitatsrisikomanagements sicher
Reinigungsverifizierung der Oberflachen und der Luft zwischen
Produktionsbereich und umliegenden Raumen

Spezielle Vorgangsweisen fur Abfall, verschmutztes Wasser und
verschmutzte Kleidung

Notieren von Leckagen, Beinaheunféllen, Produktabweichungen
Gestalten des Reinigungsprozesses, ohne dass dieser das
Kontaminationsrisiko erhdht

Detaillierte Aufzeichnung der Reinigung und Markierung der gereinigten
Gerate

Aufsicht der Mitarbeiter zur Einhaltung der Regeln und Schulungen?’
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3.2 Was ist eine Pilotanlage?

Laut Duden?® bezeichnet eine Pilotanlage eine Versuchsanlage, die als
Zwischenstufe zwischen Labor und GroRRproduktion genutzt wird. Im
vorliegenden Fall wird diese Pilotanlage als biotechnologisch ausgerichtete
Anlage fur die industrielle Ausbildung und zur Abwicklung von
Forschungsprojekten genutzt. Bezlglich der Ausbildung soll auf héchstem
Niveau die praktische Umsetzung der Bioverfahrenstechnik und die Grundziige
des GMP-Konzeptes vermittelt werden. Durch die eingebetteten
Forschungsprojekte in der Anlage sollen fir unsere Forschungspartner und
Studierenden industrierelevante Verfahren und Vorgangsweise entwickelt
werden. Dies kann nicht im Labor durchgefiihrt werden, sondern kann nur in

einer Pilotanlage erfolgen.

3.3 Was bedeutet Mehrzweck-Anlage (multi-purpose)?

Kontamination beschreibt die Verunreinigung des Produkts oder der
Einrichtungen aufgrund externer Ursachen, wie z.B. Staub oder Schmutz aus der

Umgebung.t’

Risiko fur Bestimmung der Reinraumklassifizierung wird durch Geschlossenheit
des Prozesses, die Nutzung der Anlage sowie die Art der verwendeten
Organismen bestimmt. ,Ein Prozess ist dann geschlossen, wenn durch die Art
der Apparate und die Prozessfuihrung ausgeschlossen werden kann, dass der
Produktstrom mit der Umgebung in Beriihrung kommen kann.“ (Zitat'?)
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4 Methoden und Materialien

4.1 Methode des Risikomanagements

Um Risikomanagement betreiben zu kdnnen, ist es wichtig bestimmte
Werkzeuge festzulegen und anzuwenden nach denen man einen Prozess oder

ein Verfahren analysieren kann.

Im Anhang der Richtlinie Q9 der ICH sind verschiedene Methoden beschrieben
wie bei einem pharmazeutischen Hersteller dieses Qualitatsrisikomanagement

durchzufiihren sein kann.*

Fur die vorliegende Fragestellung habe ich mich fiur die Fehlermdglichkeits- und
-einflussanalyse (FMEA) entschieden. Dabei werden komplette Prozesse in
kleinen Teilprozessen aufgeteilt und die Risiken der einzelnen Teilprozesse in
Bezug auf die Kontamination der gesamten biotechnologischen Anlage gesetzt.
Die Risiken werden dann in drei Kategorien (Auftrittswahrscheinlichkeit,
Detektionswahrscheinlichkeit und der Schwere des Fehlers) eingeteilt und mit
Zahlen bewertet. Diese Zahlen werden miteinander multipliziert und daraus ergibt
sich die Risikoprioritatszahl. Diese eignet sich dazu eine Rangordnung der
wichtigsten und gré3ten Risiken fur den Prozess zu erstellen. Ist die
Risikoprioritatszahl groR3er als ein bestimmter Wert, wird dieses Risiko als nicht
akzeptierbar eingestuft und es ist erforderlich Mal3hahmen fur die Reduzierung
dieser Risiken einzufuihren. AnschlieRend wird eine weitere Risikobewertung der
Kriterien durchgefuhrt.

4.1.1 Einteilung der Kriterien

Die Bewertungskriterien werden wie folgt eingeteilt:

Grin Orange Rot
Auftreten Selten mittel haufig
Detektion wabhrscheinlich mittel schwierig
Bedeutung niedrig mittel hoch
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Seltenes Auftreten, wahrscheinliche Detektion und eine niedrige Bedeutung fur
die gesamte Anlage habe ich also die Farbe Grin zugewiesen. Orange waren

mittlere Wahrscheinlichkeiten zu Auftreten und Detektion sowie einer mittleren

Bedeutung. Alarmfarbe Rot bekommen die Einstufungen haufiges Auftreten,

schwierige Detektion und eine hohe Bedeutung der Anlagenkontamination.

4.1.2 Regeln fur die Bewertung der Akzeptanz

Die Kriterien wurden in akzeptierbare und nicht akzeptierbare Risiken unterteilt.

Grundlage dieser Einteilung sind folgende Regeln:
Sind alle Kriterien im griinen Bereich, wird das Risiko akzeptiert.

Sind zwei Kriterien im griinen Bereich und eines im orangenen, wird das Risiko

akzeptiert.

Ist ein Kriterium im roten Bereich und beide anderen Kriterien griin, wird das

Risiko akzeptiert.

Ist ein Kriterium rot und mindestens ein anderes orange, wird das Risiko nicht

akzeptiert.

Sind zwei Kriterien rot, wird das Risiko nicht akzeptiert.

Akzeptiert Nicht akzeptiert
3xgrin 3xrot
2xgrun + 1xorange 1xorange + 2xrot
2xgrun + 1xrot 1xgrun+ 2xrot

1xgrun +1xorange + 1xrot

1xgrun + 2xorange

Unterscheidet sich die Bedeutung des Fehlers im Studenten- von dem im
Forschungsbetrieb, wird die h6here Bedeutung fur die Akzeptanz-Einstufung

angewendet (Rot vor Orange, Orange vor Grun).
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4.2 Raumplan und Nutzung

Abbildung 1

- Fermentationshalle
P . b

Raumplan Pilotanlage Untergeschoss

Abbildung 2

Schaltwarte
191

Raumplan Erdgeschoss
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Abbildung 4 Abbildung 3

LRt

o e

Tellerseparator in Fermentationshalle

Homogenisator in Fermentationshalle

In der Fermentationshalle (UG/12.3 sowie EG/19) befindet sich die

biotechnologische Anlage zur

Abbildung 5

Fermentation verschiedener
Organismen. Das bendtigte
Nahrmedium fur die Kultivierung
wird im selben Raum eingewogen
und in einen offenen Behélter
eingefillt, aufgeldst und
anschlieRend sterilfiltriert und Uber
ein festinstalliertes Rohrsystem in
einen weiteren Kessel gepumpt. Die

Fermentation findet dann in einem

geschlossenen System statt
. Arbeitsbereich Downstreamhalle

welches alle erforderlichen

Zuleitungen besitzt fur Flussigkeiten, Gase, sowie fur das Inokulum. Nachdem

die Fermentation abgeschlossen ist, kommt es zur sogenannten Ernte. Im ersten

Aufarbeitungsschritt wird das Gemisch aus Medium und Organismen separiert

und das Produkt gewonnen. Die entsprechenden Volumina werden entweder

Uber einen Tellerseparator und/oder Homogenisator in der Fermentationshalle

prozessiert.
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In der Downstreamhalle (UG/12.7) finden die weiteren Aufreinigungsschritte, der
Substanzen statt, die durch die Abbildung 6

Fermentation gewonnen wurden.
Hier befinden sich Separatoren,
Zentrifugen, ein Homogenisator und
mehrere chromatographische
Geréte (HPLC, FPLC).

Im Kihlraum (UG/12.4) lagern

Substanzen, die eine

Umgebungstemperatur von 4-8°C ’
] . . Waschkiiche
bendtigen. Hier kbnnen auch

Kulturiberstande zwischengelagert werden.

Das Roll-Lager(UG/14) sowie das  ,;.idune 7
Trockenlager(UG/13) sind fur die
Lagerung von Geraten und

Utensilien bestimmt.

Im Saure-/ Basen-Lager (UG/16)
werden stark basische und saure
Chemikalien sowie Ethanol

gelagert.

Das Chemikalienlager (UG/15)
beinhaltet alle weiteren
Chemikalien.

In der Waschkiiche(UG/12.6)
befinden sich ein Autoklav, ein

Trockenschrank, eine

Spulmaschine sowie eine grol3e

Erdgeschoss Fermentationshalle, Blick Richtung Abstellraum

Spule.

Die Materialschleuse(UG/12 und UG/12.1) dient als Vorraum. Hier werden
Materialien angeliefert und kdnnen von innen entgegen genommen werden.
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Zutritt zum Technikum erhalten Personen nur tGiber die Personalschleuse
(UG/17). Hier befinden sich Toiletten sowie eine Garderobe.

Das Labor (UG/12.5) beinhaltet eine Sterilwerkbank, eine Waage und eine

Arbeitsplatte.

Im Erdgeschoss befindet sich die Schaltwarte (EG/19.1), in der einige Computer
und Schranke stehen.

Im Abstellraum (EG/18) stehen momentan einige Gefriergerate. Dieser Raum
kann nicht von anderen Raumen des Technikums aus betreten werden, besitzt
aber eine Luftverbindung zu der darunterliegenden Downstreamhalle.

In der Fermentationshalle (UG/12.3 sowie EG/19) ist es mdglich tber eine

Treppe zur Schaltwarte zu gelangen.

Abbildung 8

Untergeschoss Fermentationshalle, Blick Richtung Downstreamhalle
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4.3 Monitoring

Tabelle 3, Materialien

Bezeichnung: Firma
CASO-Abklatsch-Agar Merck Heipha
CASO-Agar mit LTH Merck Heipha
Hycon Biotest LKS-Streifen Merck Heipha
N,N,N',N'-Tetramethyl-1,4-phenylendiamin Biomérieux
RCS Luftkeimsammler Merck Heipha
Sabouraud-Dextrose-Agar Merck Heipha

Alle nicht genannten Materialien wurden an der Universitat hergestellt und waren
verfugbar (Safraninlésung z.B.).

4.3.1 Durchfihrung Umgebungsmonitoring

Bevor die Messung gestartet wird, wird die Raumtemperatur bestimmt. Zusatzlich
wird dokumentiert, wie viele Personen sich ;i 4uns o

Uber die Zeit der Probenahme im
Technikum befinden. Ob die Tiren offen
stehen oder geschlossen sind, wird fir das

Monitoring beibehalten.

Die Sedimentationsplatten werden mit
geschlossenem Deckel an ihre
ausgesuchten Platze gelegt und dann in
einem Durchgang alle Platten getffnet. Die

Sedimentationsplatten werden fir 4

Luftkeimsammler an Stativ in einem Meter Hohe
befestigt, links unten Sedimentationsplatte

Stunden gedffnet. Dazu werden diese auf
dem Boden mit der Medienseite nach oben
zeigend ausgelegt. Anschlie3end wird der Deckel wieder geschlossen und die
Platte mit Parafilm umwickelt. Das Mindesthaltbarkeitsdatum der
Sedimentationsplatten datiert auf den 18.01.2016.
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Der Luftkeimsammler wird vertikal zum Boden auf einem Stativ mit der
Rotor6ffnung in 1 m H6he nach oben zeigend aufgestellt. Vor jedem Benutzen
des Luftkeimsammlers wird dieser mit 70% Ethanol (v/v) abgespriht und fir 30
Sekunden der Rotor eingeschaltet, ohne dass sich ein Luftkeimsammelstreifen
im Zentrifugalsammler befindet. Die Luftkeimsammelstreifen werden mit der
Medienseite zum Rotor hin auf3en um den Rotor eingefuhrt. Die
Luftkeimsammlung wird an jedem Ort flr 8 Minuten bei einem Luftdurchsatz von
40 L/min durchgefuhrt. Nach Ablauf der aktiven Luftkeimsammlung wird der
Streifen wieder entnommen und in die durchsichtige Verpackung zurtickgefihrt.
Hierbei ist es wichtig, darauf zu achten, dass das Medium in Richtung der
Luftkammer in der Verpackung zeigt. Die Luftkeimsammelstreifen haben ein
Mindesthaltbarkeitsdatum, das auf den 27.01.2016 datiert ist.

Abbildung 10

Abklatschplatten besitzen ein leicht
hervorstehendes Medium und mit 60 mm
einen kleineren Durchmesser (60mm) als die g
Sedimentationsplatten (90mm), wodurch es
einfach ist dieses Medium mit der

gewunschten Oberflache in Kontakt zu

bringen.!® Fir die Probenahme mit einer ¢:Ill(¢ljzsecpha2ftt;(:sa(zfl3?:)dienfeld -
Abklatschplatte wurde das Medium mit dem Beprobungsort méglichst vollstandig
in Kontakt gebracht.

Nach dem Abklatsch wird der Deckel wieder auf die Schale gesetzt und mit
Parafilm umwickelt. Die Abklatschplatten haben ein Mindesthaltbarkeitsdatum,

das am 26.06.2016 ablauft.

Fur die Voruntersuchung wurden nur die Raume untersucht, die eine direkte
Verbindung zur Fermentationshalle haben. Das betrifft den Kihlraum (UG/12.4),
das Rolllager (UG/14), die Waschkiiche (UG/12.6), die Downstreamhalle
(UG/12.7) und den Gang (UG/G3). Die Luftkeimsammlung wurde einen Meter
hinter der Turschwelle im angrenzenden Raum durchgefihrt. Es wurde
vermieden, dass der Luftstrom (durch Eintreten der Messperson) diese

Ergebnisse verfalscht. Hierzu wird nach Betreten des Raumes eine Zeit von einer
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Minute abgewartet und erst dann mit der Messung begonnen. Beim Monitoring in
Ruhe- und Betriebszustand wird jede Stelle einer Sedimentationsplatte auch mit
einer aktiven Luftkeimsammlung tberpruft.

Fur das Monitoring 1 und 2 (im Ruhezustand, das bedeutet keine Personal- und
Prozessaktivitat) wurde in jedem Raum in der Pilotanlage gemessen. Fir das
Monitoring 3 und 4 (im Betriebszustand, also bei Personal- und Prozessaktivitét)
sowie das Monitoring 5 (im Ruhezustand) ist eine verringerte Anzahl an
Probenahmen gewahlt. Siehe dazu Tabelle 4 sowie Abbildung 17 und Abbildung
18.

Neben dem obligatorischen zweiteiligen Schutzanzug sowie geeigneten Schuhen
und einer Schutzbrille, habe ich zusatzlich zur Messung ein Haarnetz und eine

Gesichtsmaske getragen.

4.3.1.1 Nahrmedien

In der Voruntersuchung wurden je Beprobungsstelle eine Muller-Hinton-Platte
ausgelegt. Zusatzlich wurden im kritischen Bereich der Fermentationshalle pro
Beprobungsstelle jeweils eine Platte des Baird-Parker-Agars, eine Platte des
XLD-Agars und eine Platte des Mannit-Kochsalz-Phenolrot-Agars ausgelegt. Fur
Monitoring in Ruhe- und Betriebszustand wurden dann als Nahrmedien nur noch
Casein-Soja-Pepton-Agar (TSA) und Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA)
verwendet.

Das Nahrmedium der Luftkeimsammelstreifen besteht auch aus Casein-Soja-
Pepton-Agar.

Als Abklatschplatten werden ebenfalls Casein-Soja-Pepton-Platten verwendet.
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4.3.1.2 Wahl der Probenahmeorte

Die genaue Platzierung des Luftkeimsammlers sowie der Abklatsch- und
Sedimentationsplatten werden in Abbildung 17 und Abbildung 18 beschrieben

und vor Ort mit grinem Klebeband eindeutig markiert.

Raum GroRein Vorunter- | In Ruhe Im Betrieb

m?2 suchung

(gerundet)
Fermentationshalle 100 10 10 4
Abstellraum EG 41 0 3 0
Downstreamhalle 37 3 4 2
Rolllager 35 2 3 1
Gang 32 1 4 1
Labor 25 3 3 0
Materialschleuse 22 2 2 2
Schaltwarte 21 1 2 0
Trockenlager 12 0 1 0
Kuhlraum 12 1 1 0
Waschkiche 11 1 1 1
Personalschleuse 10 2 1 1
Chemikalienlager 6 0 1 0
Saure-/Basenlager 6 0 1 0

Fur die Voruntersuchung wurde an jedem direkt in die Fermentationshalle
angrenzenden Raum 1 Meter hinter der Turschwelle ein Probenahmepunkt mit
aktiver und passiver Luftkeimsammlung gesetzt.

Als Probenahmeorte fur Abklatschplatten werden vorrangig glatte Oberflachen
ausgewahlt (Tisch, Gelander, Turgriff), da diese moglichst vollstandig mit der
Medienoberflache in Kontakt zu bringen sind. Um zu zeigen wie stark die
mikrobielle Belastung an bedienten Computern ist, wird die Computermaus mit

einer Abklatschplatte Uberprift.
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4.3.1.3 Umgebungsmonitoring im Ruhezustand

Eine Boden-Grundreinigung der Firma ISS Facility Services GmbH fand in der
Woche statt, bevor das erste Monitoring im Ruhezustand durchgefiihrt wurde.
Dabei wird der Boden nicht nur aufgewischt, sondern die Oberflache zusatzlich
versiegelt, sodass Partikel nicht am Boden anhaften und dort akkumulieren
kénnen. Die Grundreinigung konnte erst 48 Stunden vor Beginn des Monitorings

abgeschlossen werden.

Am Tag vor der Durchfiihrung des ersten Monitorings im Ruhezustand wurde die
Pilotanlage noch bis mittags um 12 Uhr betreten.

Sowohl beim ersten wie auch beim zweiten Monitoring im Ruhezustand habe ich
in der Downstreamhalle, der Materialschleuse, dem Trockenlager, der Saure-
/Basenlager, dem Chemikalienlager, der Personalschleuse, dem Gang, dem
Labor, sowie dem Kihlraum und der Waschkiiche die Luftkeimsammlung

durchgefiihrt, wahrend die Sedimentationsplatten gedffnet aufgestellt waren.

Die Luftkeimsammlung in Fermentationshalle, Rolllager, Schaltwarte und
Abstellraum im Erdgeschoss wurden daher durchgefihrt als die

Sedimentationsplatten schon geschlossen und in Parafilm eingewickelt waren.

Vor dem Monitoring 2 (im Ruhezustand) wurde die Pilotanlage fiir 36 Stunden

nicht betreten.

Monitoring 5 wurde durchgefihrt 15 Minuten nachdem alle Personen die Anlage

verlassen hatten.

4.3.1.4 Kultivierung

Die Nahrmedien der Luftkeimsammlung, Sedimentations- sowie Abklatschplatten
werden dann fur finf Tage bei 20-25°C und anschlie3end fur weitere drei Tage
auf 30-35°C inkubiert, also insgesamt fur acht volle Tage. Jeden Tag (aul3er an
den Tagen 3 und 4 der Inkubation) wird die Gesamtkeimzahl sowie die Anzahl
der Pilzkolonien ausgezahlt und protokolliert.
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4.3.2 Einordnung haufigster Kolonien

Es werden einzelne Kolonien der kultivierten Nahrmedien aus der
Voruntersuchung aseptisch entnommen und eine Reinkultur daraus angelegt,
indem diese mit der Impfése auf eine frische Platte mit Muller-Hinton-Agar im
Drei-Osen-Ausstrich ausgestrichen werden. Nach 24 Stunden Inkubation bei
37°C wird wiederum eine einzelne Kolonie dieses Ausstrichs entnommen, mittels
Drei-Osen-Ausstrichs auf eine neue Miiller-Hinton-Platte ausgestrichen und fur
24 Stunden bei 37°C bebrttet. Mit einer Kolonie dieser Platte kdnnen nun

folgende biochemische Tests gemacht werden:

4.3.2.1 Gram-Farbung

Objekttrager werden mit einer Pinzette in eine Alkoholwanne getaucht und
anschlieend Uber dem Bunsenbrenner abgeflammt. Wassertropfen werden
mittig auf den Objekttrager aufgebracht, ohne dass diese sich vermengen. Von
der Reinkultur wird mit der abgeflammten Impfdse eine Kolonie entnommen und
mit einem Wassertropfen auf Objekttrager vermengt. Die Impfése wird danach
wieder abgeflammt und kann weiterverwendet werden. Damit werden nun als
Kontrolle in den anderen Wassertropfen ein grampositiver und ein gramnegativer
Mikroorganismus aufgebracht. In meinem Fall ist das Staphylococcus capitis und
Escherichia coli. Danach wird mit dem Rand eines weiteren Objekttragers jeder
Wassertropfen zur Breitseite des Objekttragers hin ausgestrichen und
anschlieRend an der Luft trocknen gelassen. Danach werden die
Mikroorganismen auf dem Objekttrager hitzefixiert. Der Objekttrager wird dazu
dreimal durch die Flamme des Bunsenbrenners horizontal gezogen, sodass die
,saubere” Seite nach unten zeigt. Fur den Farbeprozess wird anschlieRend der
Objekttrager 1 Minute in Kristallviolett behandelt. Alle Bakterien nehmen das
Kristallviolett auf. Der Objekttrager wird nun mit RO-Wasser abgespult und dann
fur 1 Minute in Lugolscher Losung behandelt. Dabei bilden sich in allen

Mikroorganismen grof3e, blaue Farbkomplexe.

Der Objekttrager wird ein weiteres Mal mit RO-Wasser abgespult und dann fir 30
Sekunden in 96% Ethanol getaucht. Dieses Alkoholbad bewirkt bei

gramnegativen Bakterien eine Entfarbung, bei grampositiven geschieht dies
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aufgrund der deutlich dickeren Mureinschicht allerdings nicht. Als Gegenfarbung
wird nun der Objekttrager fir 10 Sekunden in ein alkoholisches Safraninbad
gelegt. Die gramnegativen Bakterien kdnnen diesen Farbstoff aufnehmen und
erscheinen deshalb als rosa unter dem Lichtmikroskop. Die grampositiven
Bakterien nehmen diesen Farbstoff nicht mehr auf und haben unter dem

Lichtmikroskop ein dunkelblaues Erscheinungsbild.

4.3.2.2 CytochromC-Oxidase-Test

Ein Filterpapier wird auf den Objekttrager aufgelegt und mit zwei Tropfen RO-
Wasser befeuchtet. Mit einer Impfése wird eine Reinkulturkolonie aseptisch
entnommen, die zwischen 24-48h alt ist. Diese wird nun mit einigem Druck auf
dem Filterpapier verrieben. 2 Tropfen Oxidase-Nachweisreagenz (N,N,N',N'-
Tetramethyl-1,4-phenylendiamin) werden auf das Filterpapier aufgebracht. Farbt
sich das Filterpapier innerhalb von 10-30 Sekunden blau, so ist der Test positiv.

Ist kein Farbumschlag erkennbar, ist die Reaktion negativ.

4.3.2.3 Katalase-Test

Auf einem Objekttrager wird ein Tropfen 3% H202-Lésung aufgebracht. Eine
Reinkulturkolonie wird aseptisch entnommen und mit dem Tropfen
Wasserstoffperoxid verrieben. Zur besseren Blasendetektion wird ein Deckglas
auf das Gemisch aufgelegt und dieses kann dann unter dem Mikroskop
betrachtet werden. Bilden sich nach einer Minute Gasblasen, ist der Katalase-

Test positiv.
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4.3.2.4 Sporenfarbung

Die Objekttrager werden mit einer Pinzette in die Alkoholwanne getaucht und
anschlieend Uber dem Bunsenbrenner abgeflammt. Ein Wassertropfen wird auf
den Objekttrager aufgebracht. Eine Reinkulturkolonie wird aseptisch entnommen
und mit dem Wassertropfen vermeng, mit einem Objekttrager ausgestrichen und
an der Luft trocknen gelassen. Es folgt eine Hitzefixierung (wie bei der
Gramfarbung beschrieben). Der Objekttrager wird fir 10 Minuten in Malachitgrin
behandelt. AnschlielBend mit RO-Wasser gespult und fir 10 Sekunden in
wassrige Safraninlésung gestellt, woraufhin wieder ein Spulschritt mit RO-

Wasser folgt.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Fehlermdéglichkeits- und -einflussanalyse (FMEA)

Diese Methodik wurde in den 1960er- Jahren von der Luft- und
Raumfahrtindustrie entwickelt.1® Mit der Fehlermdglichkeits- und -einflussanalyse
ist es moglich bekannte, aber auch potenzielle Fehler zu beschreiben, diese zu
bewerten und daraus eine Rangordnung der Fehler zu machen um diese dann zu
verhindern oder zumindest abschwachen zu kénnen. Aufgrund seiner logischen
Herangehensweise der Fehleranalyse bringt eine FMEA nitzliche Informationen
zutage, die weiterhelfen das Risiko von Qualitatseinbuf3en zu verringern. Fir

jeden Fehler wird hierbei der Effekt auf das komplette System bewertet.?°

In meinem Fall wurde diese Methode im Hinblick auf eine Kontamination der
Umgebung und potentiell des Prozesses sowie der prozessierten Organismen
angewendet. Die Bewertungskriterien hierbei sind die Bedeutung des Fehlers,
dessen Auftrittswahrscheinlichkeit sowie die Wahrscheinlichkeit diesen Fehler zu

detektieren.

Fur den Start einer Fehlermdglichkeits- und —einflussanalyse muss sich ein
multidisziplinares Team bilden, welches Expertise in dem betreffenden Bereich
besitzt. Eine FMEA soll niemals von lediglich einer Person durchgefihrt werden.
Eine einzelne Person kann immer eine gewisse Befangenheit haben und / oder
keine umfassende Expertise haben und damit ist das Ergebnis der FMEA von der
individuellen Perspektive zu stark beeinflusst.?° Teil des Teams waren aus
diesem Grund die stellvertretende Leiterin des Departments fir Biotechnologie
(DBT), Dr. Karola Vorauer-Uhl, der Leiter der Pilotanlage, Dr. Markus Luchner,
Biologin und Monitoring-Expertin, Dr. Jutta Mattanovich, sowie die beiden
wissenschaftlichen Mitarbeiter mit Expertise in der Pilotanlage, Sabine Necina

und Clemens Keinprecht.

In Abbildung 11 - Abbildung 13 sind die von mir identifizierten Risiken aufgelistet.
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Die Bewertung der Risiken habe ich nicht mittels Risikoprioritatszahl
beschrieben, sondern den Risiken qualitative Bewertungen mittels ,fuzzy*
linguistischen Termini?! wie selten, schwierig und mittel zugeordnet. Die
Menschen benutzen im Allgemeinen linguistischen Termini um einen Sachverhalt
zu bewerten.?? Diese Begriffe nennt man in der Mathematik ,fuzzy“. Das bedeutet
sie sind von ihrer Natur her schwammig, kénnen und werden aber auch zur

Entscheidungsfindung herangezogen.?!

Das Bewertungskriterium Bedeutung (Schwere des Fehlers) habe ich in zwei
maogliche Szenarien unterschieden. Zum einen wird die Bedeutung im
Studentenbetrieb ermittelt und zum anderen die Bedeutung im
Forschungsbetrieb. Jeweils betrifft die Bedeutung immer die Kontamination der
gesamten Anlage.

Die Schwere des Fehlers im Studentenbetrieb bezieht sich auf potentielle
Risiken, die aufgrund der Ubungen im Technikum auftreten und sich dadurch auf
die gesamte Pilotanlage auswirken. Die Schwere des Fehlers im
Forschungsbetrieb bezieht sich auf mdgliche Risiken, die im Zuge der
Forschungsarbeit verursacht werden.

Die genaue Bewertung erfolgte dann in der Expertenrunde.

Den Begriffen habe ich dann entsprechend der Tabelle 1 die Farben Rot, Orange
und Griun zugeordnet. Die Risikoprioritatszahl, die tGblicherweise in der FMEA
angewendet wird, habe ich absichtlich vermieden um auf der einen Seite nicht
vorzutauschen eine quantitative Bewertung durchgefihrt zu haben. Auf der
anderen Seite ist die Risikoprioritatszahl auch in der Literatur umstritten, da diese
fur eine Ordnung der Fehler-Prioritdten nicht aussagekraftig und robust genug

ist.23

Wie in Kapitel ,4.1.2 Regeln fir die Bewertung der Akzeptanz“ beschrieben,
wurden die Risiken anhand der Einstufung der Kriterien in akzeptierbare und

nicht akzeptierbare Risiken eingestuft.

Abbildung 14 und Abbildung 15 zeigen den kompletten Prozess der
Fehlermoglichkeits- und -einflussanalyse mit den identifizierten Risiken, die als

nicht akzeptierbare Risiken eingestuft wurden. Anhand des MalRnahmenkatalogs
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werden diese Risiken reduziert, wobei nicht alle Risiken durch die MalRnahmen
als akzeptierbar eingestuft werden kdnnen.

Was immer wieder an der FMEA kritisiert wird, ist inr Fehlen an der
Unterscheidung der einzelnen Bewertungskriterien (Auftrittswahrscheinlichkeit,
Bedeutung des Fehlers, Entdeckungswahrscheinlichkeit). Verschiedene

Kombinationen der Kriterien fiihren zu derselben Risikoprioritatszahl.??
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5.2 Monitoring

Abbildung 16

‘ Personalfluss

Spiile

Raumplan Untergeschoss fiir Personal- und Materialfluss

5.2.1 Probenahmedesign

,Der Grad an Umgebungskontrolle auf mikrobielle Kontamination sollte dem
jeweiligen Produkt angepasst sein (siehe 3.1 Was ist GMP?). Dabei sollten das
Kontaminationsniveau der Ausgangstoffe und das Risiko fur das Fertigprodukt

bertcksichtigt werden.“ (Zitat?8)

Bei dem Design von Reinrdumen ist es wichtig den Fluss von Personal und
Material so zu gestalten, dass diese sich nicht oder nur selten kreuzen.? Da die
Anderung der Raumlichkeiten keine Mdglichkeit darstellte, ist es wichtig die
Flusse in diesen klar zu gestalten um das Verteilen der Mikroorganismen in der
Pilotanlage einzudammen. Der Materialfluss, in Abbildung 16 mit einem roten Pfeil

dargestellt, beschreibt die Wege die das eingebrachte Material vollzieht. Nach
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der Materialschleuse werden die Materialien in die dafiir vorgesehenen
Lagerrdume gebracht. Mit blauen Pfeilen wird der haufigste Weg des Personals,
ebenfalls in Abbildung 16 beschrieben. Die Mindestanzahl der
Probenahmepunkte in einem Raum wird in der ISO-Norm 14644-1:19992° mit

folgender Gleichung beschrieben:
NL = \/Z

Wobei NL die Mindestanzahl von Probenahmepunkten beschreibt und A die
Grundflache des Reinraumes in Quadratmeter.

Sie sollen gleichmaRig verteilt sein und auf der Héhe der Arbeitsaktivitéat sein.
Wenn die Richtung des Luftstroms nicht zu regeln oder voraussagbar ist, muss
der Einlass der aktiven Luftsammlung vertikal nach oben gerichtet sein.

Die Sedimentationsplatten wurden auf dem Boden ausgelegt. Das entspricht
nicht der Arbeitshéhe, aber damit ist das Monitoring an vielen Punkten
gleichzeitig durchfuhrbar.

Es herrscht ein turbulenter Luftstrom, deshalb wurden die Probenahmepunkte
maoglichst gleichmafiig tber die RAume verteilt. Aul3erhalb der
Fermentationshalle habe ich darauf geachtet, dass die Probenahmepunkte nicht

direkt unter Lufteinlassen liegen.

In der Fermentationshalle (UG/12.3 und EG/19) wurden fur die Voruntersuchung
sowie das Monitoring im Ruhezustand 10 Punkte ausgewahlt, was aufgrund

seiner nutzbaren Groéf3e von ca. 100m2 angebracht war.

Fur die Untersuchungen im Ruhe- und Betriebszustand wurde in allen Raumen
ein Beprobungspunkt pro ca. 10m2 nutzbarer Flache ausgewahlt. Diese
Maflinahme ist dem Umstand geschuldet, dass jede Probenahme acht Minuten
aktive Luftsammlung erfordert und mit dieser sehr hohen Anzahl an
Probepunkten ein Monitoring an einem Tag durchzufihren nicht mehr moglich
gewesen ware. In der Downstreamhalle habe ich deshalb 4 Punkte ausgewahlt.
Es zeigt sich beispielsweise in der Schaltwarte, dass die zwei gewéhlten
Probenahmeorte nah beieinander liegen und nur gering in der Anzahl
kolonienbildender Einheiten abweichen.
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Der Abstellraum im Erdgeschoss ist nur mit drei Punkten untersucht worden.
Diese Anzahl ist ausreichend, da dieser Raum selten benutzt wird, und hier nur
ein Hinweis geben soll, wie hoch der Eintrag von diesem Raum auf die darunter
befindliche Downstreamhalle ist, da hier eine direkte Verbindung besteht.

Obwohl das Rolllager nominell groR3er ist als der Gang, sind hier nur 3 Punkte fur
das Ruhemonitoring ausgewahlt, da die nutzbare Flache hier aufgrund eines
grol3en Rollregals niedriger ist. Die Anzahl der Probepunkte im Gang wird

aufgrund seiner Schlauchform etwas héher gewahlt.

Es wurde ebenfalls darauf geachtet diese Orte nicht direkt in Arbeitswegen oder
—platzen zu wahlen, sodass ein Monitoring moglich ist, wenn die Anlage benutzt

wird.

Fur die Beprobung mittels Abklatschplatten wurden Orte gewéhlt, an denen
gearbeitet wird oder Personalkontakt besteht (Computermaus,

Vorbereitungstisch, Regale, Gelander, Turgriffe).

Durch die sehr allgemein formulierten Anforderungen der relevanten Richtlinien
obliegt es in jedem Fall dem zustandigen Team zu entscheiden wo und wie das
Monitoring durchzuftihren ist. Daher ist es mdglich, dass nicht alle R&ume gleich
oder gleich oft Uberpruft werden. Grundsatzlich muss jedoch die individuelle
Entscheidung, so wie in diesem Fall, rationell begriindet sein.
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5.2.2 Allgemeine Durchfihrung Monitoring

Die EU-GMP-Richtlinien machen keine genaue Angabe, welches Medium
verwendet noch dazu bei welcher Temperatur und wie lange das Medium

inkubiert werden soll.

Der Muller-Hinton-Agar hat einen neutralen pH-Wert und ist ein unspezifisches
Mikroorganismen-Nahrmedium, besitzt jedoch keinen
Reinigungsmittelenthemmer. Miller-Hinton-Agar wurde aufgrund dieses Mangels
in weiterfihrenden Untersuchungen durch Casein-Soja-Pepton-Agar (Tryptic-
Soy-Agar, kurz: TSA) ersetzt, der mit Lecithin, Histidin sowie Tween 80 versetzt
ist. Casein-Soja-Pepton-Agar wird normalerweise fur die Kultivierung eines
breiten Spektrums an Mikroorganismen verwendet.33 Der Sabouraud-Dextrose-
Agar (kurz: SDA) wird als Optimalmedium fir die meisten Pilze angesehen?® und
es war deshalb auch eine Option diesen zusatzlich zu den TSA-Platten
hinzuzufliigen. Wie Marshall et al. feststellten, bringt das Medium jedoch keinen
Extranutzen fir das Umgebungsmonitoring, da die Pilze auf dem Sabouraud-
Dextrose-Agar oftmals sehr schnell in ihrer Grol3e wuchsen und deshalb
schlechter auszéhlbar waren, als die gleichen Pilzkolonien, die auf TSA-Platten
gewachsen sind.*° Zudem ist der Sabouraud-Dextrose-Agar im Vergleich zum
TSA sehr teuer, was fur ein Monitoring eine wichtige Rolle spielt, da die
Zusammensetzung der Medien beibehalten werden soll fur folgende
Untersuchungen, damit diese Monitorings vergleichbar sind.

In den Monitorings 3, 4 und 5 habe ich an funf Punkten, die in den Monitorings 1
und 2 Pilzkolonien aufwiesen zusatzlich SDA-Platten ausgelegt um zu
Uberprufen, ob dieses Nahrmedium einen weiteren Erkenntnisgewinn bringt, was
nicht der Fall war. Auf diesen Platten sind nicht vermehrt Pilzkolonien (im
Vergleich zu TSA-Platten) angewachsen, allerdings war zu beobachten, dass die
viablen Pilz-Kolonien in ihrem Durchmesser deutlich gré3er waren als die

Pilzkolonien auf den TSA-Platten (Daten nicht gezeigt).

Das in dieser Arbeit verwendete Inkubationsregime der Nahrmedien stellte sich
bei Gordon et al. als dasjenige heraus, das die realistischste Wiedergabe der
vorhandenen Mikrobiota darstellte.3? Wirde die Inkubation der Platten mit der

hoéheren Temperatur beginnen, wird das Wachstum der Schimmelpilze
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unterdrtickt und so nicht ein wahres Bild tGber die vorhandenen Mikroorganismen
abgeben.3! Marshall et al. haben 1998 keine Wachstumsinhibition der
Pilzkolonien in ihrer Studie entdecken kdnnen. Allerdings muss dazu gesagt sein,
dass diese als Simulationsstudie durchgefuhrt wurde und dafiir gewisse
Pilzstamme ausgesucht wurden.®® Gordon et al. fiihrten ihre Studie in situ in
Reinrdumen/reinen Bereichen durch und deshalb ist diese Studie frei von einem
Stamm-Selektionsfehler.3!

Die Raumtemperatur hat sich fur alle Untersuchungen zwischen 20-21°C bewegt.

5.2.3 Besondere Hinweise zu einzelnen Monitorings
5.2.3.1 Voruntersuchung fir Monitoring

Augenmerk dieser Untersuchung lag darauf einen groben Uberblick zu
bekommen, wie viele und auch welche Mikroorganismen sich in der
Umgebungsluft der Pilotanlage befinden.

Es waren die Turen von der Downstreamhalle, von der Waschkiiche sowie von
der Schaltwarte zur Fermentationshalle hin dauerhaft gedffnet.

Die Bakterien habe ich mit visuellen und biochemischen Methoden ausgewertet.
Als Vorauswahlkriterium galt hier das makroskopische Kolonienwachstum. Mit
der Gramfarbung, dem Cytochrom-C-Oxidase-Test, dem Katalase-Test sowie der
mikroskopischen Morphologie lieRen sich die meisten der untersuchten Kolonien
als grampositive, Katalase positive, Oxidase negative Kokken identifizieren.
Diese Eigenschaften kdnnen dem Bakterium Staphylococcus epidermidis
zugeordnet werden.

Im Kihlraum habe ich gramnegative, Oxidase und Katalase positive Stdbchen
auf den Nahrmeden wiedergefunden. Diese Eigenschaften besitzt unter anderen
Pseudomonas aeruginosa.

Beide Bakterienspezies lassen sich auf der Haut des Menschen wiederfinden.
Hier liegt also der Verdacht nahe, dass der grof3te mikrobiologische Eintrag auf

den Menschen zurtickzufiihren ist. 32

47



5.2.3.2 Monitoring 1

Bereits nach 2 Tagen Inkubation zeigte sich, dass an bestimmten Orten

(Downstreamhalle, Trockenlager) sehr hohe Keimzahlen zu erwarten sind.

Die Turen zur Schaltwarte, von der Fermentationshalle zum Rolllager, zur
Waschkuche und zur Downstreamhalle waren beim ersten Monitoring im

Ruhezustand dauerhaft getffnet.

5.2.3.3 SofortmalBRnahmen zwischen Monitoring 1 und 2

Zur Verringerung der Kontaminationswerte wurden einige MalRnahmen ergriffen.
Es wurden die Technikumsschuhe, die in der Umschwenkbank der
Personalschleuse gelagert werden, mit 70% Ethanol (v/v) gereinigt. Dies diente
dem Zweck das Risiko zu verringern, dass lebensfahige Mikroorganismen utber
die Schuhe eingetragen und verteilt werden. Ebenso wurde etabliert die
Reinraumbekleidung des Technikums jeden Freitag zu waschen um die
Kontamination des Produktes Uber verschmutzte Kleidung zu vermeiden. Es
wurden im Trockenlager ein grol3er Teil der lagernden Kartons entfernt und durch
Plastikbehalter ersetzt. Zuséatzlich wurden die Oberflachen in der
Downstreamhalle, dem Trockenlager, der Schaltwarte, der Fermentationshalle
und dem Labor mit 70% Ethanol (v/v) abgewischt, ebenso wie die darauf
befindlichen Geratschaften. In der Waschktiche wurde die Spile aufgerdumt,
zum Trocknen aufgehangte Schlauche gereinigt und das Spulbecken gewaschen
und mit 70% Ethanol (v/v) gereinigt. Die Oberflachen des Tellerseparators sowie
des Homogenisators in der Fermentationshalle wurden ebenso mit 70% Ethanol
(v/v) gereinigt. Auch jeder Ort fur eine Abklatschplatte wurde mit 70% Ethanol
(v/v) gereinigt um den Effekt der Reinigung erkennbar zu machen.

48



5.2.3.4 Monitoring 2
Alle Taren waren geschlossen und nur gegebenenfalls geoffnet.

Es war nicht mehr mdglich im Abstellraum im Erdgeschoss Luftkeimsammlungen
durchzufiihren, da der Luftkeimsammler RCS (Reuter Centrifugal Sampler) von
Biotest aufgrund eines Unfalls defekt war. Die Reparatur des Gerates konnte

nicht mehr am selben Tag durchgefuihrt werden.

Ein Vergleich der Untersuchungen 1 und 2 der mikrobiellen Luftkeimbelastung im
Ruhezustand ist in Abbildung 20 und Abbildung 21 dargestellt. Erkennbar ist dort,
dass diese kurzfristigen MaRnahmen einen reduzierenden Effekt auf die

Gesamtkeimzahl zu haben scheinen.

5.2.3.5 Monitoring 3

Wahrend der Untersuchungen befanden sich insgesamt 7 Personen im Bereich

der Pilotanlage.

5.2.3.6 Monitoring 4

Uber den Zeitraum der Untersuchungen fand eine Ubung mit 10 Studenten statt.

Es waren insgesamt 15 Personen in der Pilotanlage.

5.2.3.7 Monitoring 5

Am selben Tag wie Monitoring 4 durchgefihrt. Keine Personen waren mehr

anwesend.

Die Ergebnisse und Interpretationen der einzelnen Monitorings finden nach
unterschiedlichen Gesichtspunkten statt und sind in den nachsten Kapiteln

beschrieben.
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5.2.4 Vergleich der Untersuchungen vor Raumluftfilterwechsel in

Ruhezustand

In Abbildung 20 und Abbildung 21 sind die Werte der Monitorings in den
Raumplan eingetragen um Uberblicksmafig erkennen zu kénnen, welche Raume
besonders hohe Gesamtkeimzahlwerte erzielen. Die Abbildung 16 beschreibt die

Zuordnung der einzelnen Zahlen.

Abbildung 19

Luftkeimsammlung
Monitoring 2 in Ruhe

Luftkeimsammlung
Monitoring 1in Ruhe

“edimentationsplatten
Monitoring 2 in Ruhe

Sedimentationsplatten q

Monitoring 1 in Ruhe

Abklatschplatten

Abklatschplatten _ . .
' Monitoring 2 in Ruhe

Monitoring 1 in Ruhe

Erlduterung zu Abb. 20 und 21

Anhand der Farbhinterlegung der Zahlen lassen sich diese in ihrer GroRRe relativ
einordnen. Da die Keimzahlen von Sedimentationsplatte und aktivem
Luftkeimsammelstreifen stark variieren, kdnnen diese nicht direkt verglichen
werden. Der in beiden Monitorings fur Sedimentationsplatte hochste Wert der
Gesamtkeimzahl, wird dunkelrot hinterlegt, der niedrigste Wert mit dunkelgrin.
Die Farbnuancen zwischen grin, gelb bis hin zu rot habe ich das Programm
Excel 2010 zuweisen lassen. Gleich bin ich fur die Farbhinterlegung bei aktivem

Luftkeimsammlungen und Abklatschplatten verfahren.

Es ist demnach auf Abbildung 20 und Abbildung 21 bereits mit einem kurzen
Blick ersichtlich, wo kritischere Punkte bzw. Raume zu finden sind. Um eine

fundierte Aussage machen zu kdénnen, sind zwei Monitorings allerdings zu wenig.

Die Downstreamhalle, die Personal- und Materialschleuse sowie die
Waschkuche lassen sich aufgrund der hohen Gesamtkeimzahlen als kritische

Raume identifizieren.
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Auffallig ist, dass sich ein Trend abzuzeichnen scheint, dass zwischen Monitoring
1 und 2 eine Reduktion der Gesamtkeimzahlen erkennbar ist. Dieser Trend lasst
sich in Abbildung 22 und Abbildung 23 deutlich erkennen.

Diese Reduktion wird auf die Sofortmal3nahmen (Kapitel 5.3.3.3), die dauerhaft
geschlossenen Turen sowie die verlangerte, personenfreie Zeit vor dem
Monitoring 2 zuriickzufthren sein.
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5.2.5 Vergleich der Untersuchungen vor und nach Raumluftfilterwechsel in

Ruhezustand

Die Daten zeigen, dass geringe Werte fur die Gesamtkeimzahlen wahrend der
Untersuchungen im Ruhezustand gemessen wurden. Die Skala ist in Abbildung
24 gleichbleibend zu Abbildung 26. Wobei auch hier wieder ein Trend zu
erkennen ist. Die Personalschleuse (17A) sowie die Punkte in der

Downstreamhalle (12.7A und B) haben hier verhaltnismafig die héchsten Werte.

Abbildung 24

Vergleich der Gesamtkeimzahl passiver Luftkeimsammlungenim
Ruhezustand
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Vergleich der Gesamtkeimzahl passiver Luftkeimsammlungen im Ruhezustand, Probenahmestellen sind in
Abbildung 17Abbildung 18 beschrieben

Direkt nachdem sich Personen in der Pilotanlage befunden haben, also bei
Monitoring 5, steigen die Werte der Gesamtkeimzahl an Orten, die stark
frequentiert sind (auf dem Gang, G3A, in der Waschktiche, 12.6A, und in der
Fermentationshalle, 12.3B) im Vergleich zu den Monitorings 1 und 2, die vor

Monitoringsbeginn eine langere Ruhephase hatten.
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Abbildung 25

Vergleich der Gesamtkeimzahl aktiver Luftkeimsammlungenim
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Vergleich der Gesamtkeimzahl aktiver Luftkeimsammlungen im Ruhezustand, *=Streifen vom Monitoring 1 nicht
mehr auswertbar, “=Streifen vom Monitoring 2 nicht mehr auswertbar, Probenahmestellen sind in Abbildung
17Abbildung 18 beschrieben

6 der 12 Probenahmepunkte sind in den Monitorings 1 oder 2 nicht mehr
auswertbar. In 4 der 6 Falle lasst sich das auf stark bewegliche Organismen
zuruckfuhren, die sich schnell Uber die gesamte Oberflache des Nahrmediums
verteilen und damit eine Auszahlung unmadglich machen. Am Punkt 12A wurden
beim Monitoring 1 und 2 ungewdhnlich viele Pilzkolonien gefunden (Monitoring 1:
20 Pilzkolonien, Monitoring 2: 14 Pilzkolonien). In Monitoring 5 hat sich lediglich
eine Pilzkolonie auf dem aktiven Luftkeimsammelstreifen finden lassen. Hier ist
also eine deutliche Reduktion erkennbar. Zwischen Monitoring 2 und 3 wurden
die HEPA-Filter fur die Raumluft gewechselt. Diese Mal3hahme kdnnte diese
Reduktion zur Folge haben.

Beim Monitoring 5 sind an jedem Punkt die Werte geringer als an beiden anderen
Monitorings im Ruhezustand und das obwohl Monitoring 5 eine Viertelstunde
nach einer Ubung mit 10 Studenten plus 5 Forschungsmitarbeiter durchgefiihrt
wurde, die den ganzen Tag in dieser Anlage gewesen sind. Es zeigt sich hier
also, dass trotz langer Erholungszeit (ca. 24 Stunden fir Monitoring 1 und 36
Stunden fiir Monitoring 2) nicht die Werte erreicht werden kdnnen, die mit
gewechselten Raumluftfiltern erzielbar sind. Daher ist im vorliegenden Fall
zukunftig eine geeignetere Wartungsstrategie zu empfehlen und zeigt sehr

deutlich auf, dass die externen Firmen nachhaltig einzubeziehen sind.
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5.2.6 Vergleich der Untersuchungen nach Raumluftfilterwechsel in
Betriebs- und Ruhezustand

Um die Untersuchungen im Betriebszustand durchfihren zu kdbnnen, wurden
insgesamt weniger Probenahmeorte ausgewahlt als beim Monitoring im

Ruhezustand. Die genaue Auswabhl findet sich in Abbildung 17 und Abbildung 18.

Der Grund fur die Reduktion der Probenahmeanzahl ist ein einheitliches Bild der
Situation zu zeichnen. Dazu mussen zu jeder Messung vergleichbare
Bedingungen herrschen. Es soll also vermieden werden, dass eine aktive
Luftkeimsammlung stattfindet, wahrend 15 Personen in der Pilotanlage sind und
eine weitere Luftkeimsammlung in der keine Person sich mehr im Technikum
befindet. Je mehr Probenahmeorte es gibt, desto langer dauert das Monitoring

und verschiedene Messpunkte sind nicht mehr vergleichbar.

Abbildung 26

Vergleich der Gesamtkeimzahlen passiver Luftkeimsammlungim
150 - Betriebs- und Ruhezustand
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Vergleich der Gesamtkeimzahlen der passiven Luftkeimsammlungen im Betriebs- und Ruhezustand, **=in
Monitoring 4 nicht mehr auswertbar

In Abbildung 26 werden Monitoring 3-5 gegenubergestellt. In Monitoring 3
befanden sich tGber den gesamten Zeitraum der Probenahme insgesamt 7
Personen in der Pilotanlage. Monitoring 4 wurden wahrend eines Kurses mit

Studenten durchgefuhrt, wahrenddessen insgesamt 15 Personen in der
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Pilotanlage waren. Hierbei liefen auch biotechnologische Prozesse ab. Das
Monitoring 5 wurde als Monitoring im Quasi-Ruhezustand am selben Tag, wie
das Monitoring 4, durchgefuhrt. Monitoring 5 wurde gestartet 15 Minuten nach
Verlassen der letzten Person, der Tank fur die Fermentation wurde dabei auf 4°C

in einem geschlossenen Kuhlkreislauf abgekunhlt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Gesamtkeimzahl, sobald Personen im
Raum sind, tendenziell deutlich hdher liegt als ohne Personen, was zu erwarten
war. Diese Daten decken sich mit den biochemischen Tests der
Voruntersuchung, in denen die meisten Keime S. epidermidis und P. aeruginosa
als typische Vertreter der Hautflora zuzuordnen sein kdnnten.

Hier sind die Punkte in der Personalschleuse (17A) und die Downstreamhalle
(12.7B) als diejenigen mit den hochsten Spitzenwerten zu sehen. Der Punkt
12.3C in der Fermentationshalle ist bei passiver Luftkeimsammlung bei
Monitoring 4 nicht mehr auswertbar. Das ist auf einen stark beweglichen
Mikroorganismus zuriickzuftihren. Die Punkte in der Materialschleuse 12A und
12.1A haben hier die geringsten Gesamtwerte erzielt. Die Begriindung daftr

kann eine geringe personelle Frequentierung dieser Raume sein.

Abbildung 27

Vergleich der Gesamtkeimzahl aktiver Luftkeimsammlungenim
Betriebs- und Ruhezustand
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Auch in der Keimbelastung der aktiven Luftkeimsammlung zeichnet sich ein
ahnliches Bild wie bei der passiven Luftkeimsammlung. Befinden sich keine
Personen mehr in der Anlage, sind die viablen Mikroorganismen geringer als bei
Personenverkehr. Auch hier sind die Punkte in der Personalschleuse (17A) und
die Downstreamhalle (12.7B) als diejenigen zu sehen, die die hochsten
Gesamtkeimzahlen erzielen (gewertet wird hierbei der Spitzenwert Gber die drei
Messungen). Punkte mit hoher Personenfrequenz erzielen also generell deutlich
hohere Werte als Punkte, die sich in Ra&umen befinden durch die nicht oft
gegangen wird. Die Punkte 12.1A und 12A befinden sich in der Materialschleuse
und deren Gesamtkeimzahlen sind besonders in den Monitorings 4 und 5 niedrig.
Hier sind wenige bis gar keine Personen zu diesen Messungen in den Raumen
12 und 12.1 gewesen. Monitoring 3 zeichnet hier ein anderes Bild. Hier wurde
wahrend den Messungen etwas Uber die Materialschleuse ausgebracht. Dies
kann der Grund fir hohe Gesamtkeimzahl sein. Vergleicht man hier die aktive
und passive Luftkeimsammlung, l&sst sich erkennen, dass Uber die gesamte
Dauer der passiven Luftkeimsammilung von 4 Stunden diese Offnung der
Materialschleuse keinen grof3en Einfluss auf die Gesamtkeimzahl hatte. Hier
kann man also von einem punktuellen Anstieg zur Zeit der Offnung der Tur
rechnen, der sich nicht stark auf die Gesamtkeimzahlbelastung im Raum
auswirkt. Hieran kann man gut erkennen, wie die passive Luftkeimsammlung
Uber 4 Stunden und die aktive Luftkeimsammlung tiber 8 Minuten sich
gegenseitig im Sinne des Erkenntnisgewinns ergénzen. Dies wird ein Grund sein,
warum noch immer beide Arten der Luftkeimsammlung parallel eingesetzt

werden.
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5.2.7 Interpretation der Gesamtkeimzahl der Oberflachenkeimsammlung

In Abbildung 28 zeigt sich das sehr durchwachsene Bild der
Oberflachenkeimsammlung. Es gibt einige Orte wie CP14 (Griff des
Homogenisators), CP13 (Spule) und CP9 (Computermaus in der
Downstreamhalle), die an mehreren Untersuchungen nicht mehr auszahlbare
Platten aufwiesen. Punkte wie CP17(Gelander oben), CP19(Computermaus in
der Schaltwarte) sowie CP7(Turgriff Kihlraum) zeigen bei allen Monitorings

geringe Werte.

Abbildung 28

Keimsammlung der Oberflachen Gesamtkeimzahl
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Zu erwarten ware hier eine hohe Gesamtkeimzahl bei Monitoring 3 und 4, da in
diesem Zeitraum Personen in der Pilotanlage waren. Zumindest bei den Punkten
CP16(Computermaus in Fermentationshalle) und CP18(Deckel eines
Medienbehalters) ist nach dem ersten Monitoring kein starkes Keimwachstum
mehr erkennbar. Hier kbnnte allein das Abwischen des Punktes mit 70% Ethanol
(v/v) nach dem Abklatsch einen Reinigungseffekt erzielt haben. Dieser Effekt ist
aber nicht an jedem Punkt zu beobachten, was den Einsatz eines zweiten
Desinfektionsmittels notwendig macht um eine sichtbare Reduktion der

Gesamtkeimzahl auf den Oberflachen herbeizufiihren.
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5.2.8 Monitoring mit dem Fokus auf das Pilzwachstum

Dieser Fokus wurde gewahlt, da sporenbildende Pilze immer ein erh6htes
Risikopotential haben. Sowohl bei der Reinigung als auch bei der Sterilisation

sind sie gefurchtet, da Sporen nur aul3erst schwer entfernbar sind.

Am Beispiel der Materialschleuse kann in Abbildung 29 und Abbildung 30 gezeigt
werden, dass die Anzahl der Pilzkolonien fiir die Monitorings 3,4 und 5 deutlich
unter der Anzahl der Pilzkolonien liegt, die an den ersten beiden Monitorings
gezahlt wurden. Erwartet ware hier ein héherer Wert bei den Monitorings 3 und 4,
da hier Personen sich in der Pilotanlage aufgehalten haben. Eine mogliche
Erklarung fur diese Abnahme der Pilzkolonien nach dem Monitoring 2 kann der
Wechsel der Raumluftfilter gewesen sein. Dieser fand zwischen dem zweiten und

dritten Monitoring statt.

Abbildung 29
Anzahl der Pilzkolonien passiver
Luftkeimsammlung in der Materialschleuse
6
5
4
3
2
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Anzahl Pilzkolonien pro Platte
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Veranderung der Pilzkolonien der passiven Luftkeimsammlung iiber die gesamten Monitorings
am Beispiel der Materialschleuse
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Abbildung 30

Anzahl der Pilzkolonien aktiver
Luftkeimsammlung in der Materialschleuse
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Veranderung der Pilzkolonien der aktiven Luftkeimsammlung liber die gesamten Monitorings
am Beispiel der Materialschleuse
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5.3 Abgeleiteter Malinahmenkatalog

Der an dieser Stelle vorgestellte MalRnahmenkatalog bezieht sich dabei auf die in
Kapitel ,3.1 Was ist GMP?* genannten Richtlinien, die in der EU flr
pharmazeutisch herstellende Betriebe verpflichtend sind. Im Detail ist dieser
dann in Abbildung 32 - Abbildung 37 dargestellit.

Zu a) In der Pilotanlage des DBT handelt es sich um geschlossene und offene
Prozesse. Um das Kontaminationsrisiko gering zu halten, wird hier bereits in
Kampagnen gearbeitet. Das bedeutet, dass nicht zwei verschiedene Prozesse
zeitgleich in der Fermentationshalle bearbeitet werden. Die verwendeten
Nahrlésungen werden mittels Filtration vorbereitet. Dazu wird das bereitete
Medium durch zwei Filter mit unterschiedlicher Porengrol3e geschickt. Der erste
Filter besitzt eine PorengroRe von 0,4 um, der zweite eine Porengrol3e von 0,2
pum. Als geschlossener Prozess wird die Fermentation an sich betrachtet. Die
Einwaage und das Mischen im Medienbehélter V1 ist ein offener Prozess. Sobald
die Flussigkeit den Sterilfilter passiert hat, ist es bis zum Ende der Fermentation
ein geschlossener Prozess. Dieser als Sterilfiltration bezeichneter Prozessschritt
wird fur thermolabile Losungen haufig verwendet. Dieser Vorgang wird bereits
routinemanig durchgefihrt. Hierzu gibt es auch die Standardarbeitsanweisung

,PF0003 — Sterilfiltration von Medien- und Pufferldsungen®.

Zu b) Zurzeit fehlen Daten, die die aktuellen Umgebungsbedingungen in der
Pilotanlage umfassend widerspiegeln. In den Raumlichkeiten, die unter GMP-
Richtlinien betrieben werden, gibt es genaue Raumspezifikationen. Da in der
Pilotanlage des DBT kein GMP-relevantes Material produziert wird, sind diese
Spezifikationen nicht angestrebt. Fur die Projektabwicklung einerseits und
andererseits um die Raumlichkeiten unter optimalen Bedingungen zu benutzen,
wird es angestrebt die Keimbelastung zu optimieren, das bedeutet zu minimieren.
Es sollen einerseits die Freisetzung der Produktionsstdmme und andererseits
Kontaminationen, die durch Personen, Materialien und Lufteintrage entstehen,
identifiziert, bewertet und neue Mal3nahmen entwickelt werden. Eine Liftung, die
nur fur einen Teilbereich der Anlage zustandig ist, ist in dieser Pilotanlage nicht
gegeben. Daher ist, wie bereits beschrieben, die Uberprifung und die Wartung

von grol3er Bedeutung.
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Zu c) Dies ist ein Punkt, der in dieser Anlage besonders zum Tragen kommt. Da
aufgrund des universitaren Kontextes der Anlage, die eintretenden Personen
einer hohen Fluktuation unterlegen sind, ist es umso wichtiger die Regeln der
Personalhygiene klar zu definieren. Es steht in der Personalschleuse ein
Spender mit Desinfektionslosung fur die Hande bereit. Nach dem Anziehen der
Uberbekleidung ist ein Desinfizieren der Hande vorgesehen um die Keimanzabhl
zu reduzieren, die durch den Menschen eingebracht wird. Als physikalische
Barriere besitzt die Personalschleuse eine Umschwenkbank. Zum Einschleusen
in die Pilotanlage muss sich jede Person dort hinsetzen, sich auf die saubere
Seite drehen um danach die Schuhe anziehen zu kénnen und die
Personalschleuse in Richtung der ,sauberen” Seite zu verlassen. Beim Verlassen
der Anlage ist dieses Prozedere in umgekehrter Reihenfolge durchzufiihren um
jegliches Risiko Organismen nach auf3en zu tragen zu minimieren. Luftschleusen
mit einer logischen Druckkaskade sind gegeben. Die Benutzung der
Raumlichkeiten wird Uber ein Gastebuch ermittelt. Dies liegt in der
Personalschleuse auf und ist von jedem auszufillen, der in der Pilotanlage nicht
regelmanig arbeitet.’®> Diese MaRnahme dient der Ursachenforschung bei einer

aufgetretenen Kontamination.

Zu d) An einer Universitat ist diese Praxis nicht durchfihrbar. Darauf muss
verzichtet werden. Es sollte aber expliziert darauf hingewiesen werden, dass
erkrankte Personen nicht in der Anlage arbeiten dirfen. Somit gilt fir diese
Bereiche, dass grundsatzlich ein umfassendes Konzept zu planen,
durchzufiihren, zu dokumentieren und zu tberprifen ist. Dabei gilt es alle
Personen, die permanent oder zeitweise, aber auch deren Leistungen zugekauft

werden, besonders zu instruieren sind.

Zu e) Um zu wissen, ob die Produktqualitdt kompromittiert wird, benotigt es eine
Prozessvalidierung. Wird diese durchgefiihrt, ist es auch in der Pilotanlage
maoglich mehrere aufeinanderfolgende Chargen mit geringerem
Reinigungsaufwand durchzufihren. Derzeit werden die Prozesse bereits in
Kampagnen durchgefihrt, das bedeutet, dass wahrend eines Zeitintervalls nur
ein Prozess durchgefiihrt wird. Nach Beendigung der Kampagne findet eine

Reinigung der Ausristung in der Pilotanlage statt.
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Zu f) Die Wartung der Raumlichkeiten erfolgt durch die Haustechnik. Es ist
wichtig diese mittels einer Schulung auf die Gefahren und Risikobereiche der
Pilotanlage aufmerksam zu machen. Schriftliche Vorgaben existieren zurzeit
noch nicht. Die Dokumentation der verrichteten Arbeiten kann in einem eigenen
Protokoll festgehalten werden. Es kdnnte auch tber die Einflhrung eines Log-
Buches nachgedacht werden, zumal dann die Historie besser abbildbar ware.
Ebenso ist es notwendig das vorhandene Gastebuch gewissenhaft zu fihren um
bei einer Kontamination in der Pilotanlage eine Ursachenforschung betreiben zu

kdénnen.

Zu g) Schriftliche Anleitungen zur Reinigung existieren, z.B. in der
Standardarbeitsanweisung ,GA0007 — Reinigung der Ausristungsgenstande®.
Beschriftungen finden handschriftlich statt. Um Fehler aufgrund der Lesbarkeit zu
vermeiden, ist es empfehlenswert die Beschriftung mit einem Etikettendrucker
durchzufihren. Essentielle Informationen, die dabei festgehalten werden sollen,
sind das Datum der Herstellung/Offnung, Nachname der Person, die das
Behaltnis prozessiert hat, sowie der Inhalt mit Konzentration. Je mehr
Informationen auf einem Behaltnis zu finden sind, desto einfacher kann spéter

mit diesem verfahren werden.

Zu h) Ruckstande der Reinigungsmittel im Produkt sind nicht bestimmt worden,
deshalb kann hier auch kein Akzeptanzkriterium festgelegt werden. Die
verwendeten Gerate sind fir die Verwendung in der Fermentation ausgelegt und
entsprechen deshalb den Anforderungen an die Reinigung. Die Schlauche, mit
denen Tanks und Gerate verbunden werden, werden in der Waschkiiche
gereinigt und Uber der Spile zum Trocknen aufgehangt.?® Sobald diese trocken
sind, mussen sie in das Trocken- oder Rolllager gebracht werden, in dem sie
trocken bis zur nachsten Benutzung lagern kénnen. Diese Vorgabe muss tber

Schulungen der betreffenden Personen implementiert werden.

Zu i) Lagerraume sind fir diesen Zweck angelegt und konzipiert. Die Pilotanlage
ist so gestaltet worden, dass der Waschbereich in der Waschkiiche und der
Lagerbereich eine raumliche Trennung erfahren. Die Lagerraume Trockenlager,
Séaure-Basen-, sowie das Chemikalienlager der Anlage wurden auf den
Oberflachen gereinigt und mit 70% Ethanol desinfiziert. Die Temperatur in diesen
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Raumen wird auf 20°C gehalten und ebenso wie in den anderen Raumen durch
die Haustechnik tberwacht. Diese Raumlichkeiten bedirfen besonderer
Aufmerksamkeit, da viele Materialien von auf3en in diese Bereiche gelangen.
Uber Schulungen werden die Mitarbeiter in regelmaRigen Abstanden auf diese
Risiken hingewiesen. Sekundarverpackungen und tberflissige
Primarverpackungen werden in der Pilotanlage vor der Materialschleuse entfernt
und nur die notwendige Primarverpackung wird in die Materialschleuse
eingebracht, wo sie mit einer bereitgestellten Spruhflasche mit 70% Ethanol
eingespriht wird. Das von aul3en desinfizierte Material wird daraufhin auf einen
bereitgestellten Wagen gestellt, von wo aus es von der ,sauberen” Seite der
Schleuse entgegengenommen werden kann. Es ist ein Ubertreten der
schwarzgelben Linie auf dem Boden strengstens untersagt (wie bereits in der
Ordnung der Pilotanlage festgelegt worden ist). Beim Einbringen von Material
kann es hilfreich sein das Material fir eine bestimmte Zeit in der Materialschleuse
zu belassen.aeru Die Reinigung und die Wartung des Tellerseparators sowie des
Homogenisators in der Fermentationshalle werden vor Ort in das Gerate-Log-
Buch eingetragen. Hierbei werden Datum, Zeit, benutzter Organismus und der
durchgefiihrte Arbeitsschritt festgehalten. Die durchfiihrende Person setzt ihre
Unterschrift unter das Protokollierte. Zukunftig sollte festgeschrieben werden,
dass die Reinigung umgehend nach der Abbildung 31

Benutzung zu erfolgen hat. Dadurch
wird einerseits die Verbreitung
minimiert, aber auch die Reinigbarkeit
erleichtert, sowie die Verwendung
kritischer Reinigungslésungen

vermieden.

Zu j) Verantwortung fur die
Grundreinigung in der Pilotanlage tragt
die Fa. ISS Facility Services GmbH. Ein
Reinigungsplan existiert derzeit nicht.

Die Dokumentation der
L . . . 3-Eimer-Reingungswagen, Quelle:
Reinigungsvorgange durch die Firma http://img.directindustry.com/images_di/photo-

- . . . m2/janitorial-trolleys-37507-2695509.jpg
ISS Facility Services GmbH ist eine
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Malinahme, die implementiert werden soll. Der Boden wird mit einem
Scheuersaugautomat gewischt. Dieser wird Uber die Materialschleuse
eingebracht. Somit wird hierbei die Linie Ubertreten und mit den gleichen
Utensilien der Boden gereinigt, wie es in den Bereichen aul3erhalb der
Pilotanlage der Fall ist. Eine Losung kann ein gewidmetes Reinigungssystem mit
einem 3-Eimer-Wagen fur die Pilotanlage sein, das in der Pilotanlage verbleibt

und die Reinigungsfachkraft sich Gber die Personalschleuse einschleust.

Zu k) Reinigungsmittel werden in der Pilotanlage derzeit nur auf dem Boden
eingesetzt. Als Desinfektionsmittel wird 70% Ethanol (v/v) fir die Oberflachen
eingesetzt. Nagetierbekampfungsmittel, Insektizide, und Fungizide werden nicht
eingesetzt. Der Einsatz von 70% Ethanol wird nicht dokumentiert. Der bewusste
Einsatz von Ethanol als Desinfektionsmittel sollte in Schulungen verdeutlicht
werden. Die Dokumentation des Ethanoleinsatzes gestaltet sich schwierig und in
meinen Augen auch nicht zielfihrend. Aufgrund der Erkenntnisse in Abschnitt
.D.2.7 Interpretation der Gesamtkeimzahlen der Oberflachenkeimsammlung”
ware es empfehlenswert Gber ein weiteres Desinfektionsmittel nachzudenken,

dass eine andere Wirkweise als Ethanol besitzt.

Zu |) Schulungen beziehen sich derzeit nur auf den Personenschutz. Derzeit

werden sowohl allgemeine Schulungen zum Thema Sicherheit und spezifische
Technikumsschulungen verpflichtend umgesetzt. Der Produktschutz, der durch
die Gute Herstellungspraxis gewahrleistet werden soll, ist darin nicht unbedingt

mit einbezogen. Zuklnftig ware dieser Punkt jedoch mit Nachdruck zu schulen.

Zu m) Cleaning-in-Place beschreibt die Reinigung vor Ort. In den Tanks der
Fermentationsanlage wird dies durch vorinstallierte Spriihkdpfe erreicht, die das
Wasser fur die Reinigung im Kessel verteilen. Sterilization-in-Place zielt darauf
ab in einem System keimfrei zu arbeiten.®® Dazu werden in der Pilotanlage zwei
verschiedene Methoden angewendet. Uber vorinstallierte Rohrleitungen wird zur
Keimreduktion heil3er Wasserdampf in den Tank eingebracht. Im Kessel soll eine
Temperatur von 121°C fir mindestens 30 Minuten gehalten werden. Diese
Temperatur kann in den Rohrleitungen nicht erreicht werden. Hier ist eine

Temperatur von 90°C fir die Keimreduktion vorgesehen.
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Zu n) Gesonderte Schutzkleidung fur bestimmte Raume sind aktuell noch nicht
eingefihrt, kann aber je nach Anspruch an den Prozess als Malinahme integriert
werden. Allerdings gibt es bereits einen zweiteiligen Anzug, der bei Eintritt in die
Pilotanlage angezogen wird. Eine Reinigungsverifizierung findet derzeit keine
Anwendung. Indirekte Schlisse lassen sich aus den von mir erhobenen Daten
zur Gesamtkeimzahlbelastung erkennen. Abfall, der direkten Kontakt mit dem
Produkt hat, wird autoklaviert. Abfall, der nicht direkt mit dem Produkt in
Beruihrung gekommen ist, wird von der Reinigungsfirma ISS Facility Services
GmbH einmal wochentlich geleert und entsorgt. Verschmutztes Wasser wird in
die Thermodesinfektion geleitet, wo es aufgefangen wird und viable Organismen
bei 95°C uber 20 Minuten unschadlich gemacht werden. Obwohl hitzestabile
Sporen dadurch nicht abgetotet werden, entspricht dieser Prozess den
umweltrechtlichen Vorgaben. Verschmutzte Kleidung wird in einem
Waschestander in der Personalschleuse gesammelt und zumindest einmal die
Woche wird die komplette benutzte Uberbekleidung bei 60°C gewaschen. Der
Reinigungsprozess ist nicht klar definiert. Deshalb ist das Kontaminationsrisiko,
das vom Reinigungsprozess ausgeht, hier nicht eindeutig feststellbar. Eine
Aufzeichnung Uber die Reinigung und eine Kennzeichnung der gereinigten
Gegenstéande findet nicht statt. Ein Raum-Log-Buch kdnnte installiert werden, in
dem notiert wird, welcher Reinigungsschritt an welchem Gerat durchgefuhrt
wurde. Eine Aufsicht der Mitarbeiter wird an der Universitat nicht durchzufiihren

sein.
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5.4 Ausblick

Die mikrobiologische Uberwachung in der Pilotanlage des DBT ist durch zwei
grundsatzliche Faktoren sehr aufwendig. Einerseits wird die Anlage aus Sicht der
Prozesse mehrfach genutzt und andererseits ist die Personenfluktuation durch
den forschungsgetriebenen Lehrauftrag komplexer als in einem pharmazeutisch

herstellenden Betrieb.

Eine Anlage dieser Funktionalitat einzusetzen und trotzdem die Idee der Guten
Herstellungspraxis einzubetten, ist eher uniblich. Das DBT hat sich jedoch
aufgrund seiner Philosophie dahingehend entschieden den Auszubildenden ein
Maximum an GMP-Kenntnissen zu vermitteln und es gleichzeitig méglich zu

machen die Anlage fur Forschungsprojekte zu nutzen.

Ausgehend von den vorliegenden Ergebnissen und vorgeschlagenen
Malinahmen kann das Umgebungsmonitoring Uber einen lAngeren Zeitraum
durchgeftihrt werden. Davon abgeleitet kbnnen sowohl relevante Grenzwerte
eingefiihrt werden, sodass es beispielsweise einen Warn- sowie
Arbeitsgrenzwert gibt, aber auch Ablaufe optimiert werden. Dies betrifft die
Planung von Prozessschritten, die Einbettung von Praktika, notwendige
Reinigungs- und Wartungsintervalle sowie Schulungsaktivitaten.

Pasquarella et al. beschreiben, dass Sedimentationsplatten von vielen Personen
als nicht zuverlassig eingestuft werden.34 In diesem Artikel berichten sie aber
ebenfalls, dass sie die Sedimentationsplatten als wichtige Erganzung zur aktiven
Luftkeimsammlung sehen um eine Aussage Uber die Gesamtkeimzahl zu treffen.
Sie haben ein 1/1/1-Schema angewendet (1 Meter Uber dem Boden, 1 Meter von
jedem Hindernis entfernt, fur 1 Stunde offen), was in meiner Arbeit nicht
anwendbar war. Die Sedimentationsplatten gleichzeitig auf 1 Meter Hohe im
Raum zu halten gestaltet sich vor allem schwierig, sobald das Monitoring im
Betriebszustand durchgeftihrt werden soll. Sie werden stattdessen auf dem
Boden abgestellt. AuRerdem kann die Entfernung 1 Meter von jedem
Hindernis/Wand auch nicht eingehalten werden, da sonst einige Messpunkte
komplett wegfallen mussten. Ebenfalls ist es wichtig, dass die Messung
durchgefiihrt werden kann, wenn die Personen in der Pilotanlage arbeiten.

Deshalb ist es kontraproduktiv diese Messpunkte zentraler in den Raum zu

75



ricken. Dies wirde dazu fuhren, dass die Sedimentationsplatten Gibersehen und

zerstort werden.

Zum Monitoring selbst hat sich herausgestellt, dass die Wahl der

Probenahmeorte und die Methodik sinnvoll gewéhlt wurden.

Alternative mikrobiologische Methoden kénnten auch zur Anwendung kommen,
zumal es sie bereits seit langerer Zeit gibt. Im GMP-geregelten Bereich wird
jedoch oft kritisiert, dass die Validierung gegentiber den langwierigen
Nahrmedien-Standards fehlt.3> Im Falle der Pilotanlage ist die Validierung keine
prinzipiell geforderte Voraussetzung. Ob allerdings die Kosten und der Aufwand

fur den gegebenen Fall zielfihrend sind, bleibt offen.

Nicht alle vorhandenen und viablen Keime wachsen auf den Allgemeinmedien.
Von Nagarkar et al.3® wurde deshalb vorgeschlagen oligophile Bakterien als
Monitoringindikatoren zu benutzen. Diese Sicht hat sich im Allgemeinen jedoch

nicht durchgesetzt.

Prinzipiell wird erst nach einem langeren Beobachtungszeitraum mit weiteren
Umgebungsuntersuchungen das optimale Design und der optimale

Malinahmenkatalog festzulegen sein.
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