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Die Produktion von Arzneimitteln gemaB Good Manufacturing Practice (GMP) muss
unter definierten und kontrollierten Produktionsbedingungen erfolgen. Um diese hohen
Qualitatsstandards zu gewahrleisten, sind wirksame und gepriifte Desinfektionsmittel und
-verfahren notwendig, um die mikrobielle Belastung (Bioburden) aller Oberflachen zu
minimieren. Die Dekontamination von Reinraumen mit vaporisiertem Wasserstoffperoxid
(H,0,) ist dabei eine vorteilhafte Ergédnzung zur Spriih- und Wischdesinfektion. Neben dem
Vorteil des umweltfreundlichen Zerfalls in Wasser und Sauerstoff ist die Effektivitat der
Begasung aber von zahlreichen Variablen abhangig, die im Zuge der Zyklusentwicklung
beriicksichtigt werden miissen. Besonders die zentralen Prozessparameter der relativen
Feuchtigkeit, Sattigung, Temperatur und H,0,-Gaskonzentration beeinflussen die Inak-
tivierungseffektivitat unmittelbar. So erfolgt der Wirksamkeitsnachweis des Verfahrens
sowohl durch chemische als auch biologische Indikatoren, meist Sporenpléttchen des
Bakteriums Geobacillus stearothermophilus. Mithilfe der umfassenden Analyse der
Einflussfaktoren und deren Effekt auf die Bioburden-Abreicherung erfolgt die Entwicklung
eines sicheren und reproduzierbaren Dekontaminationsprozesses.

Einleitung

Die Umstellung manueller Desinfek-
tionsmethoden auf automatisierte
Raumdesinfektionssysteme findet in
der pharmazeutischen Industrie zu-
nehmend Anklang. Besonders die
Innovationstechnologie mit vapori-
siertem Wasserstoffperoxid (H,0,)
erweist sich bei der richtigen An-
wendung als effektiv. Deren Akzep-
tanz nimmt aufgrund der zahlrei-
chen Vorteile stetig gegeniiber alter-
nativen Begasungsagenzien zu.

H,0, ist ein starkes Oxidations-
mittel und Biozid - aufgrund der
Bildung reaktiver Hydroxyradikale,
welche die Inaktivierung eines brei-
ten Spektrums an Mikroorganismen
bewirken. So ist es gegen gramposi-
tive und gramnegative vegetative
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Bakterien, deren Endosporen, Myko-
bakterien, Mykoplasmen, Pilze, He-
fen und Protozoen wirksam. Zudem
konnen durch das oxidative Poten-
zial des H,0, erfolgreich sowohl
DNA- und RNA-Viren als auch Prio-
nen inaktiviert werden. Fiir den An-
wender ist auflerdem das geringe
Explosionsrisiko und die Umwelt-
freundlichkeit des Agens von Vor-
teil: H,0O, zerféllt nach der Reaktion
riickstandsfrei in die Komponenten
Wasser und Sauerstoff und weist zu-
sétzlich eine geringere Karzinogeni-
tat und Toxizitdt als andere Bega-
sungsmittel (wie Formaldehyd und
Peressigsédure) auf.

Bei der Anwendung muss trotz-
dem beachtet werden, dass die Des-
infektion je nach Konzentration po-
tenziell materialschédigend ist und

H,0,-Dekontamination
Zyklusentwicklung
Multiparametrischer Prozess
Bioindikatoren

fir stark porose, katalytisch wir-
kende und adsorbierende Materia-
lien nicht geeignet sein kann. Dies
kann die Wirksamkeit des Verfah-
rens beeinflussen. Als vergleichswei-
se moderne Begasungstechnologie
muss zusétzlich beriicksichtigt wer-
den, dass die H,0,-Dekontamina-
tion ein Multiparameter-Problem ist
und verschiedene Ansétze zur Bega-
sung existieren, die je nach Anwen-
dungsfall betrachtet werden sollten.

Grundlagen der
H,0,-Begasung

Die manuelle Desinfektion von Ober-
flachen ist ein arbeitsintensiver und
begrenzt reproduzierbarer Prozess
in Abhéngigkeit sowohl des Anwen-
ders als auch der Verteilung und
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des Wirkmechanismus der H,0,-Dekontamination
(Wet Process) (Quelle aller Abbildungen: IDT Biologika).

Kontaktzeit des Desinfektionsmittels.
So erfolgt zunehmend die Ergdnzung
durch automatisierte Raumdekonta-
minationssysteme, um eine unzu-
reichende Spriith- und Wischdesin-
fektion zu verhindern und durch ein
zweistufiges Verfahren mit Rehy-
drierung auch viruskontaminierte
Oberflachen sicher desinfizieren zu
konnen.

Fiir etablierte Begasungsagen-
zien wie Formaldehyd, Peressigsau-
re oder Chlordioxid werden Alter-
nativen gesucht, die gleichermafien
wirksam, aber weniger gesund-
heitsschiadigend sind. Die Formal-
dehydbegasung weist zwar ein brei-
tes Wirkungsspektrum auf, ist aber
als karzinogen (Kategorie 1B) und
mutagen (Kategorie2) eingestuft
[1]. Als Innovativmethode wurde
die H,0,-Begasung 1970 entwickelt
[2] und in den frithen 1990er-Jah-
ren kommerzialisiert. Sie wird u. a.
zur Desinfektion von Reinrdumen,
Isolatoren, Lyophilisatoren, Tier-
rdumen, Krankenhdusern, Kranken-
wagen, Laboreinrichtungen und
Raumen der Lebensmittelindustrie
verwendet. Abbildung1 kann der
Wirkmechanismus des Begasungs-
Agens im Wet Process entnommen
werden.

Zu Beginn des Prozesses wird die
H,0,-Lésung verdampft, iiber einen
Luftstrom in den Raum eingebracht
und iiber Diisen verteilt. Das H,0,-
Luftgemisch setzt sich anschliefSend
auf den Oberflichen ab und bildet
einen Mikrokondensatfilm, der in

2 Mauller und Buttazoni e Bio-Dekontamination mit H,O,

der vollstindigen Inaktivierung po-
tenzieller Mikroorganismen resul-
tiert. Die biozide Wirkung des
Oxidationsmittels beruht dabei auf
der Bildung von Hydroxylradikalen.
Nach der Reaktion zerfillt das H,0,
riickstandslos in die umweltfreund-
lichen Einzelkomponenten Wasser
und Sauerstoff.

Der H,0,-Begasungsprozess selbst
kann in 5 zentrale Phasen unterglie-
dert werden, deren Dauer und Not-
wendigkeit im Voraus durch den Be-
treiber festgelegt wird (Abb.2). Der
Parameter der relativen Feuchtigkeit
[%] gibt dabei die temperaturabhén-

Autoren

gige Kapazitiat der Luft mit Wasser-
dampf an. Die relative Sattigung [%]
gilt als Maf fiir den Kondensations-
eintritt unter Beriicksichtigung des
Sattigungsdampfdruckes des H,0,-
Wasser-Gas-Gemisches. Wenn die
Luft vollstandig mit H,O, und Was-
ser geséttigt ist (100 % RS), ist der
Taupunkt erreicht, und die sichtbare
Kondensation tritt ein.

1. Phase -
Vorkonditionierung/
Vorbereitung (PC)

Im Rahmen der ersten Phase werden
die angestrebten Ausgangsbedin-
gungen der relativen Feuchtigkeit
und Temperatur durch externe oder
maschinell integrierte Klimaanlagen
initiiert. Zudem werden die Ver-
dampferheizplatte zur Verdampfung
der injizierten H,0,-Losung sowie
Rohrleitungen erhitzt, um die Kon-
densation des Agens innerhalb der
zum Raum fithrenden Verrohrungen
zu vermeiden.

2. Phase -

Konditionierung (C)

Nach dem Erreichen der gewiinsch-
ten Raumkonditionen stromt das
vaporisierte HyO,-Gemisch mit einer
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Abbildung 2: Beispielhafter Verlauf der H,0,-Dekontamination.

benutzerdefinierten  Einspritzrate
in den Raum und wird iiber Dii-
sen- und Ventilationssysteme ho-
mogen verteilt. Die Zustandsgro-
Ben der relativen Feuchtigkeit, Sat-
tigung und H,0,-Konzentration
nehmen bis zum Erzielen der ge-
wiinschten Werte zu, wodurch der
Dekontaminationseffekt auf die Mi-
kroorganismen langsam aufgebaut
wird.

3. Phase -

Dekontamination (D)

In der Dekontaminationsphase wer-
den die vorliegenden Werte fiir eine
nachweislich wirksame Zeit kon-
stant aufrechterhalten, um die Inak-
tivierung potenzieller Kontaminan-
ten zu erreichen.

4. Phase — Nachwirkzeit

Die optionale Phase der Nachwirk-
zeit, in der keine H,0,-Zugabe
mehr erfolgt, dient der verldnger-
ten Verweilzeit des Gasgemisches
auf den Oberflichen. Aus dieser
Verlangerung des thermodynami-
schen Gleichgewichts zwischen
Gas- und Fliissigphase im Mikro-
kondensat resultiert eine Intensi-
vierung des Dekontaminationsef-
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fekts und effektivere Abreicherung
der Keimbelastung.

5. Phase - Beliiftung (A)

In der Beliiftungsphase wird der
Raum bis zum Erreichen des vorge-
schriebenen Wertes der Maximalen
Arbeitsplatzkonzentration (MAK)
mit Luft durchstromt. Die Belif-
tungsphase ist i.d.R. die zeitinten-
sivste Phase und kann in Abhén-
gigkeit der Raumgréfle, Raumbe-
ladung und/oder Katalysatoren im
Liftungssystem die Gesamtpro-
zesszeit signifikant beeinflussen. So
konnen katalytische Stoffe wie Me-
talle die Prozesszeit verkiirzen. Die
Ab- oder Adsorption von H,0,-Mo-
lekiilen auf den Grenzflichen von
Materialien wie PU und PVC koén-
nen aber die Beliiftungsphase ver-
langern. Eine Losung zur Reduk-
tion der Zeit ist die Verwendung
katalytischer  Entgasungssysteme.
Diese profitieren von der beschleu-
nigten Zersetzung des H,0, durch
Edelmetalle, Metalloxide oder Ak-
tivkohle.

Aufgrund der Komplexitiat der
Begasung ist ein stationires auto-
matisiertes HyO,-System von Vorteil
in der Routine (Abb. 3). Als zentrale

Steuereinheit unterliegt das System
zwar einer komplexen Installation
und Planung - es verringert aber
auch den Personalbedarf und er-
moglicht effizientere Produktions-
prozesse. Zudem ergeben sich ideale
Bedingungen fiir die (Re-)Validie-
rung durch eine erhohte Reprodu-
zierbarkeit.

Die Dekontamination
als multiparametrischer
Prozess

In der gegenwiértigen Literatur wird
der Prozess der Raumdesinfektion
mit Hy0, zunehmend als ,Multi-
parameter-Problem” verstanden, da
die Effektivitat von einer Vielzahl an
Prozessparametern signifikant be-
einflusst wird. Abbildung4 gibt ei-
nen Uberblick der zu betrachtenden
Variablen, wie den Raumkonditio-
nen, Zustandsgrofien und Prozess-
parametern.

Die Konditionen des Raums soll-
ten in jedem Fall wihrend der Zy-
klusentwicklung betrachtet werden,
da GrofSen wie die Luftwechselrate,
Stromungsverhéltnisse, Raumgeo-
metrie und Temperaturdifferenzen
die zentralen Prozessparameter und
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demzufolge die Inaktivierungsef-
fektivitit beeinflussen. Mogliche
Temperaturdifferenzen miissen - in
Hinblick auf das erhohte Risiko der
sichtbaren Kondensation an kiih-
len Stellen im Raum - in einem
Mapping identifiziert und evaluiert
werden. Der Effekt des Parameters
der Kondensation auf
die Dekontamination ist
noch unklar, da fiir de-
ren Notwendigkeit 2 wi-
derspriichliche Theorien
existieren, die des Dry
und des Wet Process.
Der wesentliche Unter-
schied der Interpreta-
tionen des Begasungs-
prozesses als Dry und
Wet besteht in der Prio-
risierung der Mikrokon-
densation des H,0,-Ge-
misches auf den Ober-
flachen, d.h. die fir das
menschliche Auge un-
sichtbare Kondensation
mit einer Schichtdicke
von 1-6 pm.

Fiir den Dry Process
ist die Kondensation
nicht notwendig oder
gewiinscht, weshalb die
Kondensationsgeschwin-
digkeit des Reaktionsge-
mischs durch niedrige
Ausgangswerte der rela-
tiven Feuchtigkeit mini-
mal gehalten wird. Im
Wet Process beruht die
Inaktivierung auf der Bil-
dung des Mikrokonden-
sat-Films und dem da-
mit verbesserten Kontakt
zwischen Wirkstoff und
Mikroorganismus.  Die
trockene Verteilung von
H,0, erfolgt i.d.R. ho-
mogener, durch die nie-
drigen  Feuchtigkeiten
offnen sich aber mogli-
cherweise die Kanéle der
Zellmembranen nicht aus-
reichend zur H,0,-Penet-
ration und anschlieflen-
den Inaktivierung des Or-
ganismus. Aus beiden
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Theorien resultiert, dass die moleku-
lare Verteilung des Gemischs aus
Wasser und H,0, auf den kontami-
nierten Oberflachen der ausschlag-
gebende Punkt fiir die erfolgreiche
Dekontamination ist.

Beide Systeme weisen dennoch
Unterschiede in der antimikrobiel-

len Wirksamkeit, der Materialkom-
patibilitit und den Sicherheits-
aspekten auf. So sollte die relative
Feuchtigkeit und Sattigung wihrend
der Begasung beobachtet werden,
da der Punkt, an dem die sichtbare
Kondensation an den Oberflichen
auftritt (der sog. Taupunkt) vermie-
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Abbildung 3: Statio
Dekontamination der Produktionsriume
der Drug Substance.

den werden muss, um Equipment-
Schéden und eine verringerte Wirk-
samkeit auszuschliefSen.

Die zentralen Zustandsgroflen,
wie die relative Feuchtigkeit und
Sattigung, H,0,-Gaskonzentration,
Temperatur und Expositionszeiten,
sollten im besten Fall mit einem
Sensor detektiert und {iiberwacht
werden, da sie direkten Einfluss auf
die Inaktivierungseffektivitéit der De-
kontamination nehmen. Abhéngig
der Anwendung sollten konkrete
Werte fiir die erforderliche H,0,-
Konzentration, relative Feuchtigkeit
und Séattigung definiert werden, die
eine Abreicherung des Bioburdens
um die gewiinschten Logstufen ab-
sichern. Die Beladung, Geometrie
und Materialbeschaffenheit der De-
kontaminationsumgebung limitie-
ren dabei die Menge an verdampften
H,0,, um Raumschidden zu vermei-
den.

Parameter wie die Konzentration
der verwendeten H,0,-Losung, die
Injektionsrate und die Zeiten der
Prozessphasen sind definierte Vor-
gaben des Anwenders, die je nach
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Zielsetzung variiert werden kénnen
und direkten Einfluss auf den Pro-
zess haben. Bei der Forderung nie-
driger Konzentrationen aufgrund
empfindlichen Equipments kénnen
diese z.B. durch verldngerte Pro-
zesszeiten kompensiert werden, mit
dennoch vergleichbarem Inaktivie-
rungseffekt.

Die Entwicklung mathemati-
scher Modelle der Begasung unter
Beriicksichtigung chemischer und
physikalischer Einfliisse erweitert
das Prozessverstindnis und kann
die Zyklusentwicklung optimieren.
Je grofier die Expertise ist, umso
kleiner kann der Zeitrahmen fiir
die Festlegung der Parameter und
dementsprechend der Abschluss
der Qualifizierung kalkuliert wer-
den.

Evaluation des
Begasungsprozesses

Basierend auf diesen Einflussfakto-
ren und deren Wechselwirkungen
sollte die Entwicklung eines siche-
ren, reproduzierbaren und -effekti-
ven Dekontaminationszyklus unter

Verwendung chemischer und biolo-
gischer Indikatoren erfolgen.

Aufgrund der fehlenden charak-
teristischen Korrelation zwischen
den physikalischen Parametern und
der erreichten Inaktivierung sind
biologische Indikatoren (BI) geeig-
nete lokale Prozesskontrollen inner-
halb der Zyklusentwicklung und
(Re-)Validierung des Begasungs-
prozesses. Die Positionen der BI im
Raum werden dabei vorab im Rah-
men einer umfassenden Risikoana-
lyse bestimmt, welche die vom Bega-
sungs-Agens am schwierigsten er-
reichbaren Stellen im prozessnahen
und prozessfernen Bereich (Worst
Case) identifiziert. Dafiir sind bak-
terielle Endosporen als BI optimal
geeignet, da sie gegen eine Vielzahl
von Behandlungen wie Hitze, Trock-
nung, Strahlung, Druck und Che-
mikalien bestdndig sind. Das ubi-
quitdre Stabchenbakterium Geoba-
cillus stearothermophilus weist eine
besonders hohe Resistenz gegen-
iiber H,0, auf, weshalb es als in-
ternationaler Standardindikator fiir
die H,0,-Dekontamination verwen-
det wird [3].

Process parameters

= |nitial temperature in the room
= |nitial humidity in the room

= Humidity of carrier gas

= Injection rate

= Concentration of the solution
= Process time

Inactivation Efficacy

Room conditions

= Spatial geometry

=  Flow conditions

= Air change rate

= Differences in temperature

) |-

State variables

= H,0,-concentration
Relative humidity

= Relative saturation
= Exposure time

Abbildung 4: Ubersicht der Einflussfaktoren auf die Inaktivierungseffektivitit der

H,05-Dekontamination.
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Fazit

Die Biodekontamination von Rein-
rdaumen mit H,0, ersetzt als Innova-
tivmethode zunehmend integrierte
Begasungsverfahren mit Formalde-
hyd oder Ethylenoxid. Der riickstand-
lose Zerfall des H,O, bringt dem An-
wender den Vorteil der verringerten
Umwelt- und Gesundheitsbelastung,
ist gleichzeitig aber gegen zahlreiche
Mikroorganismen effektiv. Die Wirk-
samkeit des Verfahrens wird in der
Praxis durch biologische Indikatoren
nachgewiesen, meist mit Sporen des
thermophilen Bakteriums Geobacillus
stearothermophilus (aufgrund dessen
erhohter Resistenz gegeniiber Hy0,).

Die erfolgreiche Inaktivierung ist da-
bei von zahlreichen Variablen abhén-
gig, die innerhalb der Zyklusentwick-
lung beriicksichtigt werden miissen,
um z.B. Materialschiden oder eine
unzureichende Bioburden-Abreiche-
rung zu vermeiden. Die Raumkon-
ditionen und Prozessparameter ha-
ben dabei direkten Einfluss auf die
ZustandsgrofSen der relativen Feuch-
tigkeit, Sattigung und H,0,-Kon-
zentration und dementsprechend
die Inaktivierungseffektivitit. Diese
multiparametrischen Abhangigkeiten
zeigen die Komplexitéit des Dekonta-
minationsprozesses und die Notwen-
digkeit der umfassenden Betrachtung
jeglicher Einflussfaktoren auf.
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