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Zusammenfassung

Das Amsco VHP ™-1000-System zur Erzeugung von gasférmigem Wasserstoffperoxid (VHP = Vaporized
Hydrogen Peroxide) wurde zur Dekontamination eines Produktionsraumes fiir die aseptische Abfiillun,

von parenteralen Arzneimittelformen eingesetzt. Fiir das zu dekontaminierende Raumvolumen von 56 m

war ein geeigneter Behandlungszyklus zu entwickeln, dessen Wirksambkeit durch umfangreiche mikrobio-
logische Statuserhebungen der Raumhygiene vor und im Anschluf3 an die Dekontaminierungszyklen sowie
mittels Bioindikatoren (Sporen von Bacillus stearothermophilus) zu dokumentieren war.

Fir das zu dekontaminierende Raumvolumen war es notwendig, wihrend der Sterilisationsphase eine
relativ hohe H,0,-Menge von 6 g/min zur Erhaltung einer ausreichenden Gaskonzentration kontinuierlich
zuzufiihren. Es wurden Bioindikatoren mit einer Resistenz, die gleich oder groBer ist als mit 106-Sporen
von Bacillus stearothermophilus inokulierte Edelstahlplattchen, vollstindig deaktiviert.

Summary

Biodecontamination of a High-volume Filling Station by Means of Hydrogen Peroxide

The Amsco VHP™-1000 system for generating gaseous hydrogen peroxide was used to decontaminate a
production room used for the aseptic filling of parenteral dosage forms of drugs. The aim was to develop
a suitable treatment cycle to decontaminate the 56 cu. m. enclosure and to record its efficiency by compar-
ing the microbiological status of the room before and after the decontamination cycles. Bioindicators
(spores of Bacillus stearothermophilus) were also used for testing purposes.

These two types of test confirmed the effectiveness of the decontamination cycles. In order to maintain
an adequate concentration of gas to decontaminate the room, a continuous injection of a relatively high
amount of gas (6 g/min) was required. Bioindicators with a resistance equal or larger than stainless steel

coupons inoculated with 10 spores of B. stearothermophilus, were completely inactivated.
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1. Einleitung

Das Amsco VHP™-1000-System (Abb. 1) setzt gasfor-
miges Wasserstoffperoxid (VHP = Vaporized Hydrogen
Peroxide) zur Biodekontamination von sauberen, trocke-
nen Oberflichen ein. Die Biodekontamination kann bei
Temperaturen im Bereich von 4 bis 80 °C erfolgen (Ni-
cholson 1994). Ein integriertes Trocknungssystem ent-
feuchtet den Raum auf max. 30 % RF (relative Luft-
feuchtigkeit) und ermoglicht es, dem Luftstrom die zur
Dekontamination notwendige Menge Wasserstoffper-
oxid zuzufiithren, ohne eine Kondensation im Raum zu
verursachen. Nach dem Einblasen und Verteilen im
Raum wird das Wasserstoffperoxid in das Gerdt zuriick-
gefithrt und katalytisch in Wasserstoff und Sauerstoff
zerlegt. Das Trocknungssystem, das den bei der katalyti-
schen Zerlegung entstehenden Wasserdampf bindet,
kann nach dem AbschluB3 der Biodekontamination rege-
neriert werden.

Vor Beginn eines Dekontaminationszyklus iiberfiihrt das
Gerit flissiges Wasserstoffperoxid (31 Gew.-%) aus ei-
ner 950-ml-Kartusche in ein Reservoir, das mit einem
Wiigesystem ausgestattet ist. Von dort wird das H,O, in
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der fiir den jeweiligen Zyklus benétigten Menge einem
Verdampfer iiberfiihrt. Das nun gasformige Wasserstoft-
peroxid wird iiber einen vom jeweiligen Zyklus abhangi-
gen Zeitraum durch einen Schlauch zur Dekontamina-
tion in den Raum geblasen. Die Abliiftung erfolgt iiber
einen HEPA-Filter, der einem katalytischen Konverter
und einer Trocknungskammer vorgeschaltet ist. Wih-
rend der Konditionierungs- und der Sterilisationsphase
wird kontinuierlich H,O» in einen durch ein Heizsystem
erwarmten Luftstrom eingespritzt und iiber einen weite-
ren HEPA-Filter der Raumluft zugefiihrt (Abb. 2).

Die Verteilung des Gases im Raum kann mittels Che-
moindikatoren iiberpriift werden, wihrend die Wirk-
samkeit mit biologischen Indikatoren nachzuweisen ist.
Ein entscheidendes Kriterium fiir den Finsatz von Was-
serstoffperoxid an aseptisch arbeitenden Abfiillmaschi-
nen ist die Sporizitit der Chemikalie, also deren Fahig-
keit, Bakteriensporen in bestimmter Zeit zu einem hohen
Prozentsatz zu inaktivieren. Es liegen umfangreiche Un-
tersuchungen zur Bakterientoxizitdt und Sporizitit von
gasformigem Wasserstoffperoxid vor. Wasserstoffper-
oxid wird durch die FDA als ,,generally recognized as
safe“ (GRAS) eingestuft und ist zur Entkeimung von
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Abb. 1: Ansicht des Wasserstoffperoxid-Verdampfers VHP 1000.
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Abb. 2: FluBdiagramm zur geriteseitigen Erzeugung und katalytischen
Aufspaltung von Wasserstoffperoxid. Die Abb. verdeutlicht die rdum-
liche Trennung des zu dekontaminierenden Raumes vom Verdampfer.

Packstoffen und Maschinen akzeptiert. Der MAK-Wert
(Maximale Arbeitsplatzkonzentration) liegt bei 1 ppm =
1,4 mg/m? (DFG 1995; Bissler 1996).

Gasformiges Wasserstoffperoxid darf nur in geschlosse-
nen Riumen (z. B. Isolatoren, Schleusenkammern, Pro-
duktionsraiumen) eingesetzt werden. Ein unkontrolliertes
Entweichen von Wasserstoffperoxid muf ebenso vermie-
den werden wie das Einstromen nicht konditionierter
(fehlende Temperierung und fehlender Zusatz von Was-
serstoffperoxid) AuBenluft. Das Gas mul3 gleichméaBig
und in einer konstanten, bakterio- und sporiziden Min-
destkonzentration im Raumvolumen verteilt werden
konnen.

Das VHP-1000-System zur Erzeugung von gasférmigem

Wasserstoffperoxid wurde zur Dekontamination eines
Produktionsraumes der Pharma Hameln GmbH fiir die
aseptische Abfiillung von parenteralen Arzneimittelfor-
men eingesetzt. Wahrend die Anwendung von H,O, fir
die Dekontamination in der Isolatortechnologie bereits
umfangreich beschrieben wurde (Ruffieux 1996; Sirch
1996; Wilke 1996), war fiir das zu dekontaminierende
Raumvolumen von 56 m? ein geeigneter Behandlungszy-
klus zu entwickeln. Die Wirksamkeit der Dekontamina-
tionsmaBnahme wurde durch mikrobiologische Statuser-
hebungen der Raumhygiene vor und im Anschluf} an die
Behandlungszyklen sowie mittels Bioindikatoren (Spo-
ren von Bacillus stearothermophilus) dokumentiert.
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2. Material und Methoden

Fiir die Begasungsversuche wurde der Wasserstoffperoxid-Ver-
nebler VHP-1000 (Amsco/Finn-Aqua, Apex, USA) eingesetzt.
Temperatur- und Luftfeuchtebestimmungen erfolgten mit einem
Thermo-Hygrometer testo 601 (Testo, Lenzkirchen). Luftstro-
mungen im Raum wurden mit Stromungspriifréhrchen CH
25301 (Drager, Liibeck) visualisiert. Die Bestimmung von Luft-
keimzahlen erfolgte mit Luftkeimsammlern RCS-plus (Biotest,
Dreieich). Ein Partikelcounter APC3000 A (Malvern Instru-
ments, Herrenberg) wurde zur Bestimmung von Partikelzahlen
eingesetzt. Der Gehalt an Wasserstoffperoxid im Bereich von
0,1 bis 3 ppm in der Raumluft sowie in der Abluftstromung
wurde mit Driger Wasserstoffperoxid Kurzeitdetektoren (Dré-
ger) bestimmt. Chemi-VHP™ -short-strip NB 302 Chemoindi-
katoren (Amsco/Finn-Aqua) dienten zur Visualisierung einer
gleichméBigen und zeitnahen Verteilung von Wasserstoffper-
oxid im Raumvolumen. Sie bestehen aus einem 5 X 1,5 cm lan-
gen Streifen mit einem endstdndigen gelben Farbfeld. Bei einem
Kontakt mit Wasserstoffperoxid verfarbt sich der Indikator zu
violett bis grau.

Standard-Rodac-Abklatschplatten und Luftkeimzahlagar GKS
(Biotest) wurden fiir mikrobiologische Hygieneuntersuchungen
eingesetzt. Die verwendeten Spordex-VHP-Bioindikatoren
(Amsco) wiesen eine Population von 1,3 X 10°-Sporen pro Tri-
ger auf. Die typische Uberlebenszeit der Sporen liegt bei 2,5
min bei einer Wasserstoffperoxid-Konzentration von 2 mg/l und
bei 30 s bei einer Konzentration von 4 mg/l. Die Spordex-VHP-
Bioindikatoren stellen eine Alternative dar zu Edelstahlplatt-
chen, die mit 10¢ Sporen von B. stearothermophilus inokuliert
wurden (Amsco, 1994).

Zusitzliche Bioindikatoren mit einer Populationsdichte von
10°-Sporen pro Streifen und Validierungssets mit 10°- bis 107-
Sporen von Bacillus stearothermophilus pro Teststreifen (BAG,
Lich) dienten zur Bestimmung der Populationsreduktion an
vermutlich schwer gaszuginglichen Stellen des Raumes (z. B. in
den Manipulationshandschuhen an der Abfillstation).

Die Lagerung der Bioindikatoren erfolgte entsprechend der Her-
stellerangaben. Zur Qualitétskontrolle wurden Muster der Bioin-
dikatoren unter aseptischen Bedingungen mit 5 ml sterilem Was-
ser versetzt und in Gegenwart von Glasperlen und unter star-
kem Schiitteln zersetzt. Die milchig-triibe Suspension wurde fiir
15 min auf 90 °C erhitzt und anschlieBend in geeigneter Weise
in sterilem Wasser verdiinnt. Aliquots der Verdiinnungen wur-
den auf CASO-Agarplatten ausgestrichen und bei 55 bis 60 °C
in einem Brutschrank (Memmert, Schwabach) inkubiert. Nach
Abschluf} der Inkubationszeit von mindestens 48 h erfolgte eine
Bestimmung der Ausgangskeimzahl auf den Indikatorstreifen.
Innerhalb von 2 h nach AbschiuB} eines Begasungsversuches
wurden die Bioindikatoren dem mikrobiologischen Labor iiber-
stellt. Unter aseptischen Bedingungen erfolgte der individuelle
Transfer der Bioindikatoren in jeweils 5-ml-Casein-Sojamehl-
pepton (CASO)-Medium. Die Inkubation erfolgte bei 55 bis
60 °C iiber einen Zeitraum von bis zu 7 d. Zur Kontrolle wur-
den unbehandelte Bioindikatoren der gleichen Chargen in Me-
dium tberfithrt und unter gleichen Bedingungen inkubiert.

3. Validierungsgegenstand

Der Einsatz und die Effektivitat von gasférmigem Was-
serstoffperoxid zur Dekontamination einer kompakten
Full- und VerschlieBmaschine in einem Abfillraum mit
einem Volumeninhalt von 56 m? sollte in einer Validie-
rungsstudie tiberpriift werden. Die riumlichen, apparati-
ven und hygienebezogenen Ausgangskonditionen werden
im folgenden genannt.

3.1. Abfiillraum

Der Abfullraum (Abb. 3) weist bei einer Raumtiefe von
4,9 m, einer Breite von 3,75 m und einer Hoéhe von
3,05 m ein Raumvolumen von 56 m3 auf. Im Raum ist
eine Fill- und VerschlieBmaschine installiert. Der Ab-
flillbereich ist iiber je eine Material- und Personal-
schleuse zuginglich. Die Winde und Decken bestehen
aus verfugten Elementen. Die Zuluft wird iber HEPA-
Filter als laminare Fallstromung oberhalb der Abfullinie
zugefithrt und durch 2 HEPA-Umluftreiniger verteilt.
Die Tiir der Materialschleuse ist mit einem Uberstrém-
gitter ausgestattet.
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Abb. 3: Ansicht des zu dekontaminierenden Produktionsraumes inklu-
sive der installierten Abfiillmaschine fiir aseptische Herstellungsprozesse.

3.2. Luftstrémung und Temperaturverteilung

Zur Ermittlung der Temperaturverteilung und Luftstro-
mung wurde der Raum in 3 Ebenen eingeteilt: 10 cm
iiber dem Boden, halbe Hohe von 1,5 m und 10 cm un-
terhalb der Decke. Je Héhenschicht wurde an 11 bis 12
Punkten gemessen.

Die Zuluft stromt laminar aus den HEPA-Zuluftfiltern
iiber die Abfilllmaschine zum Boden. Der Umluftreini-
ger liber der Materialschleuse saugt seitlich oben unter
der Decke die Raumluft an und driickt sie laminar nach
unten in die Schleuse. Ein weiterer Umluftreiniger saugt
die Raumluft in Wandnihe an und erzeugt einen unter
der Decke parallel verlaufenden Luftstrom. Diese Bedin-
gungen stellen mit eine Luftwechselrate von mind. 20
Raumvolumen pro h eine gerichtete und gleichmiBige
Durchstromung des Raumes sicher.

3.3. Hygienische Ausgangsbedingungen

Die Dekontamination mit gasférmigem Wasserstoftper-
oxid erfolgte im AnschluB an umfangreiche rdumliche
und apparative Umbaumalinahmen an der Full- und
VerschlieBmaschine. Wahrend dieser MalBnahmen er-
folgten keine regelmaBigen Reinigungs- und Desinfek-
tionsmaBnahmen.

Fiir die Begasungsversuche wurde der Raum grob gerei-
nigt ibergeben. Zur Ermittlung der Hygienesituation
wurden nach etablierten Methoden (Seyfarth, 1993 b)
Oberflachen- und Luftkeimzahlen sowic die Partikelver-
teilung und -anzahl bestimmt (Raumklassifikation nach
US Federal Standard 209¢).

3.4. Installationsvoraussetzungen

Die Anwendung von gasférmigem Wasserstoffperoxid
setzt einen gegeniiber der Umgebung abgeschirmten Be-
gasungsraum voraus. Um eine Beeinflussung der luf-
tungstechnischen Installationen und damit verbunden ei-
nen potentiellen Transfer von Wasserstoffperoxid in be-
nachbarte Raume hinein auszuschlieBen, erfolgte eine
Abschottung der Luftzufiihrung, der Ersatz von Uber-
stromgittern durch geschlossene Scheiben, wobei eine
mit 2 Bohrungen fiir die Gaszu- und abfithrung versehen
war. Tiiren wurden auf hermetischen Verschlul3 iiber-
priift und gfs. abgedichtet sowie eine Abschottung des
Uberganges vom Depyrogenisierungstunnel zur Abfiill-
linie vorgesehen.

3.5. Priifung auf akute Korrosion

Die Abschottung des Uberganges vom Depyrogenisie-
rungstunnel zur Abfiillinie wurde aus unbehandeltem,
dinnwandigen Stahlblech (AbkantmaB ca. 75 x 40 ¢m)
gefertigt. Das Blech wurde an der Unterkante zweimalig
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um 90 Grad gekantet, um eine Auffangrinne zu bilden.
Um einen Hinweis auf eine akute Korrosionsbildung zu
erhalten, wurde das Blech mittig auf 25 cm Breite beid-
seitig mit Klarlack behandelt, an beiden Seiten begrenzt
durch einen jeweils 25 cm breiten, unbehandelten Strei-
fen.

3.6. Unterstiitzung der Gasverteilung im Raum

Zur Unterstiitzung einer gleichférmigen und zeitnahen
Gasverteilung im Raum wurden 2 Ventilatoren im Raum
installiert.

3.7. Chemoindikatoren

Chemoindikatoren werden, gleichmiBig im Begasungs-
raum verteilt, zur Kontrolle und Visualisierung einer
gleichférmigen rdumlichen und zeitlichen Gasverteilung
eingesetzt. Im zu behandelnden Raum wurden minde-
stens 25 Chemoindikatoren sowohl frei im Raum als
auch innerhalb der Abschottungen der Abfiillanlage pla-
ziert (Abb. 4).

3.8. Bioindikatoren

Auf Priifstreifen aufgebrachte Sporen von Bacillus ste-
arothermophilus dienten zur mikrobiologischen Prozel3-
validierung. Im zu behandelnden Raum wurden minde-
stens 25 Bioindikatoren sowohl frei im Raum als auch
innerhalb der Abschottungen der Abfiillanlage plaziert
(Abb. 4). Zur Bestimmung der Populationsreduktion an
vermutlich schwer gaszuginglichen Stellen des Raumes
(z. B. in den Manipulationshandschuhen an der Abfiill-
station) wurden Validierungssets mit 10°- bis 107-Sporen
von Bacillus stearothermophilus pro Teststreifen ver-
wendet.

; s

Abb. 4: Perspektivische Ansicht der Anordnung von Indikatoren im Ab-
fillraum. Die angegebenen Positionen (helle Darstellung: im Raum;
schraffiert: innerhalb der Abfiillmaschine) reflektieren die Kombination
jeweils eines Chemo- und Bioindikators. ZL: Zuluft (Laminare Fall-
stromeinheit); UL = Umluftreiniger.
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4. Zyklusentwicklung

Die Bestimmung der Entfeuchtungs-, Konditionierungs-,
Sterilisations- und Absaugungsphase der Raumbega-
sung mit Wasserstoffperoxid erfolgte auf der Grundlage
der bestimmten Raumlufttemperatur und Luftfeuchtig-
keit in Anlehnung an die Angaben des Cycle Develop-
ment Guide fiir das VHP-1000-Gerit.

Wihrend der Entfeuchtungsphase wird die relative Luft-
feuchtigkeit sowie die Raumtemperatur auf einen Werte-
bereich eingestellt, in dem eine Kondensation des gasfor-
migen Wasserstoffperoxids ausgeschlossen werden kann.
Mit dem Beginn der Konditionierungsphase wird gas-
formiges Wasserstoffperoxid mit einer hohen Durchsatz-
rate in den Begasungsraum eingebracht. Sobald eine
ausreichende Konzentration des Gases pro Raumvolu-
men erreicht ist, beginnt die Sterilisationsphase. Wah-
rend der Sterilisationsphase soll eine zuvor berechnete
Mindestkonzentration des Gases im Raumvolumen auf-
recht erhalten werden. Dazu wird eine gegeniiber der
Konditionierungsphase reduzierte Gasmenge zur Erhal-
tung der Mindestkonzentration in den Raum eingefiihrt.
Die weitere Gaszufithrung ist notwendig, da das im
Raum befindliche Wasserstoffperoxid durch die Absaug-
vorrichtung sowie auch im Raum selbst katalytisch zer-
setzt wird. Nach Abschlul3 der Sterilisationsphase wird
kein gasformiges Wasserstoffperoxid mehr in den Raum
eingeblasen. Vielmehr erfolgt eine Absaugung des H,O,-
Gases in die Trocknungskammer und den Katalysator
des Gerites. In der Absaugleitung ist mit einem Gasde-
tektor die Restkonzentration in der Ablufstrémung zu
bestimmen. Die Absaugungsphase ist bei einem Gehalt
von < 1 ppm Wasserstoffperoxid beendet und der Raum
kann wieder betreten werden.

5. Ergebnisse
5.1. Raumtemperatur und -luftfeuchte

Die minimale Temperatur im Raum betrug 19,7 °C, die
Maximaltemperatur wurde mit 21,3 °C festgestellt. Die
relative Luftfeuchtigkeit betrug minimal 26 % und maxi-
mal 31 %. Die Oberflichentemperatur an der Maschine
sowie an den Fenstern betrug zwischen 18,3 und 18,8 °C
bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 30 bis 32 %
(Abb. 5).

5.2. Ausgangsbedingungen der Raumhygiene

Hinsichtlich der Partikelsituation entsprach der Raum
zu Beginn des Begasungsversuches und unmittelbar
nach AbschluB der technischen UmbaumaBnahmen der
Raumklasse C (10 000). Unterhalb der Laminar-Flow-
Einheit der Abfillmaschine wurden die Bedingungen
der Klasse A (100) eingehalten. Demgegeniiber konnten
erhebliche Kontaminationen mit Keimzahlen von mehr
als 1000 KBE/25 ¢cm? auf Maschinenoberflichen und
maximal 77 KBE/25 ¢cm? auf dem FuBboden des Rau-
mes festgestellt werden. Innerhalb des laminaren Luft-
stromes und der umgebenen Raumluft wurden 10 bis
100 KBE/m? nachgewiesen. Damit entsprach der Abfiill-
bereich nicht den Erfordernissen eines Produktions-
raumes fiir die aseptische Abfillung von parenteralen
Arzneimitteln (Seyfarth, 1993 a). Identifizierungen re-
sultierten im Nachweis von vegetativen Formen der Gat-
tungen Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus und ver-
einzelt Penicillium als hauptsdchliche Kontaminations-
keime.

5.3. Zyklusbeschreibung

Es wurden 4 Dekontaminationsversuche durchgefiihrt.
Die Zyklusbeschreibung ist Tab. 1 zu entnchmen.
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Abb. 5: Perspektivische Ansicht der Temperatur- und Luftfeuchtevertei-
lung im Abfiillraum (helle Darstellung: im Raum,; schraffiert: innerhalb
der Abfiillmaschine). Dargestellt ist die raumliche Situation in °C (obere
Zahlenwerte) und relative Luftfeuchte (untere Zahlenwerte). ZL = Zuluft
(Laminare Fallstromeinheit); UL = Umluftreiniger.

Bei einem angestrebten Feuchtigkeitsgehalt von 6,9 mg
Wasser/Liter Raumluft (= 30 % RF) wurde in den ersten
3 Dekontaminationsversuchen eine Menge von 2,3 g
Wasserstoffperoxid/min als Erhaltungsmenge in den
Raum eingebracht. Im vierten Versuch wurde diese
Menge auf 6,0 g Wasserstoffperoxid/min erhéht, wobei
die Sterilisationsdauer um 40 min verringert wurde (80
min anstelle von 120 min). Die Absaugungsphase betrug
4 h, so daB der gesamte automatisierte Prozell einen
Zeitraum von 6 h umfaBte.

Tab. 1: Zyklusbeschreibung fiir die Durchfiihrung von Wasserstoffper-
oxid Begasungen im Produktionsraum.

Versuch 1| Versuch 2| Versuch 3| Versuch 4
Entfeuchtung
Luftgeschwindigkeit (m?3/h) 36 36 36 36
Zeit (min) 0 0 0 0
Ziel (mg/l) 6,9 6,9 6,9 6,9
Konditionierung
Luftgeschwindigkeit (m*/h) 36 36 36 34
Gasmenge (g/min) 10 10 10 10
Zeit (min) 60 30 60 40
Sterilisation
Luftgeschwindigkeit (m3/h) 32 32 32 32
Gasmenge (g/min) 2,3 2,3 2,3 6,0
Zeit (min) 120 120 120 80
Absaugung
Luftgeschwindigkeit (m3/h) 38 38 38 38
Zeit (h) 6 3 3 4
Anmerkung:

Auf eine Entfeuchtungsphase konnte wegen der aktuellen Raumtempe-
ratur und relativen Luftfeuchtigkeit verzichtet werden.

Versuch 1 und 2 sind in Hinblick auf die Zyklusgestaltung identisch,
jedoch erfolgte im Versuch 1 die Gaszufithrung an 3 Stellen im Raum.
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5.4. Chemoindikatoren

Die Konditionierungs- und Begasungszyklen waren so
gewahlt, daf} alle beobachtbaren Chemoindikatoren in-
nerhalb einer Zeitspanne von 20 bis 27 min nach Beginn
der Raumbegasung eine einsetzende Verfiarbung zeigten.
Die vollstindige Verfarbung war 45 bis 49 min nach dem
Begasungsbeginn erreicht.

5.5. Bioindikatoren

Die wihrend der ersten und zweiten Versuchsreihe ein-
gesetzten Bioindikatoren wiesen alle noch vermehrungs-
fahige Keime auf (Tab. 2). Nach der Beseitigung von ver-
bliebenen Zuluftéffnungen konnte im dritten Begasungs-
versuch eine fast vollstindige Sterilisation der eingesetz-
ten Bioindikatoren erreicht werden.

Die Erhohung der Gasmenge wihrend der Sterilisations-
zeit von 2,3 g/min auf 6,0 g/min resultierte in einer voll-
stindigen Dekontamination der eingesetzten Sporen-
streifen. Auch an offenbar schlecht zugénglichen Stellen
(z. B. Bedienerhandschuhe) wurde eine Keimreduktion
von 103 bis 10* erreicht.

5.6. Biodekontamination

Im AnschluB an den ersten Dekontaminationsversuch
wurden nur noch auf der Oberflache eines Stopfenbehil-
ters vereinzelte Keime nachgewiesen. Auf allen iibrigen
beprobten Flichen lieBen sich keine Kontaminationen
mehr nachweisen. Weitere mikrobiologische Beprobun-
gen wurden im Anschlufl an alle Versuchsdurchlaufe
durchgefithrt. Nur vereinzelt konnten Oberfldchen- oder
Luftkontaminationen mit max. 3 KBE/25 cm? bzw. m3
nachgewiesen werden. Den hygienischen Erfordernissen
eines Produktionsraumes fiir die aseptische Abfiillung
von parenteralen Arzneimitteln (Seyfarth, 1993 a) wurde
damit entsprochen.

Tab. 2: Dekontaminationserfolg an verschiedenen Lokationen wahrend
der Behandlungszyklen.

Bl?ﬁgggﬁ’;g]r' Versuch 1 | Versuch 2 | Versuch 3 Versuch 4
1 Raum unten | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
2 Raum unten | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
3 Raum unten | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
4 Raum unten | Wachstum | Wachstum { Wachstum { Steril
5 Raum Decke | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
6 Raum Decke | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
7 Raum Decke | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
8 Raum Decke | Wachstum | Wachstum | Wachstum | Steril
9 Raum Mitte | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
10 Raum Mitte | Wachstum | Wachstum | Wachstum | Steril
11 Raum Mitte | Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
12 Raum Mitte | Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
13 Transportsch.| Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
14 Stopfenbeh. | Wachstum | Wachstum | Wachstum [ Steril
15 Innenwand | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
16 Kappenbeh. | Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
17 Abfilllnadel | Wachstum | Wachstum | Steril Steril
18 Maschine Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
19 LF-Maschine | Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
20 LF-Maschine | Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
21 Raum Boden | Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
22 Raum Boden | Wachstum | Wachstum | Wachstum | Steril
23 Mat. Schl. Wachstum | Wachstum | Wachstum | Steril
24 Umliifter ‘Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
25 Mat. Schl. Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
26 Mat. Schl. ‘Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
27 Mat. Schl. Wachstum | Wachstum | Steril n.b.
28 Handschuh | Wachstum | Wachstum | Wachstum | Wachstum/ IO;*
29 Handschuh | Wachstum | Wachstum | Steril Wachstum/10 3/ 4%
30 Handschuh | Wachstum | Wachstum | Wachstum | Wachstum/107#*

* = Validierungsset 10* bis 107 Sporen pro Streifen; angegeben sind
die Indikatoren, die sich als steril erwiesen.
n.b. = nicht bestiickt.
Anmerkung:
Die Positionen 28, 29 und 30 beziehen sich auf Bioindikatorstreifen, die
innerhalb der Bedienungshandschuhe plaziert waren. Im vierten Versuch
wurden Keimreduktionen von 3 bzw. 4 Logstufen erreicht.
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5.7. Akute Korrosion

Eine akute Kondensationsbildung wurde weder auf be-
obachtbaren Metalloberflachen noch auf dem préparier-
ten Abschottblech nachgewiesen. Es ergaben sich keine
Hinweise auf eine akute Korrosionsbildung.

5.8. Kontrolle des Dekontaminationserfolges durch
wiederholte Ndhrmedienabfiillungen

Im AnschluB an die Dekontaminationsversuche erfolgte
eine Funktionsqualifizierung der Abfiillinie, verbunden
mit einer Validierung des aseptischen Fertigungsprozes-
ses. Hierzu wurden 3 unabhingige, jeweils zweitdgige
Néahrmedienabfiillungen nach den Vorgaben der ISO/
DIS 13408-1 durchgefiihrt. In allen Féllen wurde das ge-
setzte maximale Kontaminationslimit von 0,1 % (95 %
Konfidenzniveau) fiir befiillte Behiltnisse nicht iiber-
schritten. Die abgefiillten Ndhrmedien erfiillten die An-
forderungen auf wachstumsférdernde FEigenschaften,
was durch Beimpfung mit Priifkeimen belegt werden
konnte.

6. Zusammenfassung und Bewertung der Methode

Das VHP-1000-System zur Erzeugung von gasférmigem
Wasserstoffperoxid wurde erfolgreich zur Dekontamina-
tion eines Produktionsraumes inklusive einer Fiill- und
VerschlieBmaschine eingesetzt. Fiir das zu dekontami-
nierende Raumvolumen von 56 m® wurde ein geeigneter
Behandlungszyklus entwickelt, dessen Wirksamkeit
durch umfangreiche mikrobiologische Statuserhebungen
der Raumhygiene vor und im AnschluB an die Dekonta-
minierungszyklen sowie mittels Bioindikatoren (Sporen
von Bacillus stearothermophilus) dokumentiert werden
konnte.

Fiir das zu dekontaminierende Raumvolumen war es
notwendig, wihrend der Sterilisationsphase eine relativ
hohe Gasmenge von 6 g/min zur Erhaltung einer ausrei-
chenden Gaskonzentration kontinuierlich zuzufiihren.
Dies resultierte offenbar aus einer nicht vollstindig zu
unterbindenden Luftzufiihrung in den Raum hinein. So
war eine vollstindige Abschottung der luftzufithrenden
Laminar-Flow-Einheit aus technischen Griinden nicht
moglich.

Wihrend iiber die eingesetzten Chemoindikatoren eine
schnelle und gleichmiBige Gasverteilung im Raum
nachzuweisen war, gelang es in den Versuchen 1 bis 3
nicht, 103-Sporen des Indikatorkeimes Bacillus stearo-
thermophilus vollstindig zu sterilisieren. Begleitende
Untersuchungen zur Raumhygiene belegten aber auch in
diesen Versuchen eine biologische Wirkung in einer Gro-
Benordnung der Keimzahlreduktion von 3 logarithmi-
schen Stufen.

Nach einer Erhéhung der Erhaltungsdosis wurden Bio-
indikatoren mit einer Resistenz, die gleich oder groBer
ist als mit 10%-Sporen von Bacillus stearothermophilus
inokolierte Edelstahlpéttchen, vollstindig deaktiviert.
Die an der Anlage installierten Bedienerhandschuhe
stellten im Hinblick auf eine homogene Gasdurchdrin-
gung kritische Bereiche dar. Hier wurde ebenfalls eine
biologische Wirkung in einer GroBenordnung der Keim-
zahlreduktion von 3 bis 4 logarithmischen Stufen er-
reicht.

Der gesamte Behandlungszykius (von der Vorbereitung
der Raume bis hin zum Wiederbetreten) verlief automa-
tisch gesteuert und umspannte eine Zeitdauer von 6 h.
Dabei nahm die Absaugungsphase mit 4 h den zeitlich
groBten Anteil des gesamten Dekontaminationsvorgan-
ges ein.

Das VHP-1000-System zur Erzeugung von gasformigem

. Wasserstoffperoxid kann nach der vorliegenden Daten-

lage zur Dekontamination groBvolumiger Produktions-
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rdume eingesetzt werden. Die Dekontamination mit gas-
formigem Wasserstoffperoxid erfolgte im AnschluB an
umfangreiche raumliche und apparative UmbaumaB-
nahmen an der Fiill- und VerschlieBmaschine. Obgleich
wihrend dieser MaBinahmen keine regelméiBigen Reini-
gungs- und DesinfektionsmaBnahmen erfolgten, ergab
die Ermittlung der Hygienesituation im AnschluB an die
Dekontaminationsversuche eine den Anforderungen ent-
sprechende Situation.
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