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Ausgangssituation

Biologische Indikatoren sind definierte Testkulturen und fiir die Uberpriifung von aseptischen Entkeimungsan-
lagen oder Entkeimungsmethoden von zentraler Bedeutung. Sie werden im Rahmen der Abnahme neu instal-
lierter Maschinen zum Nachweis der Leistungsfahigkeit in Challengetests eingesetzt. Die Testkulturen missen
fir die unterschiedlichen Entkeimungsverfahren geeignet und mit gleicher Ausgangsresistenz hergestellt sein.
Nur so kann eine Validierung bei Inbetriebnahme von Abfiillanlagen bzw. in allen aseptisch arbeitenden Berei-
chen der Lebensmittel- und Pharmaindustrie gelingen. Auch fiir das Testen von Apparaten im Rahmen von
EHEDG-Priifungen auf hygienisches, d. h. reinig- und sterilisierbares Design werden Testkulturen eingesetzt.
Ebenso ist es im laufenden Betrieb Ublich und z. T. unerlasslich, die Zuverlassigkeit des jeweils angewandten
Dekontaminationsverfahrens periodisch zu tGberprifen.

Sowohl fiir Hersteller von Entkeimungsanlagen als auch fiir deren Betreiber bzw. Anwender ist es von grofSter
Bedeutung, bei der Validierung der Effekte mit Challengetests wiederholbar korrekte und aussagefahige Er-
gebnisse zu erhalten. Falsch-positive Befunde sorgen dafiir, dass eine vermeintlich zu geringe Inaktivierung mit
der Verscharfung der Dekontaminationsparameter beantwortet wird. Falsch-negative Befunde hingegen ha-
ben zur Folge, dass einer Anlage falschlicherweise eine zuverldssige Entkeimung zugeschrieben wird. Beide
Situationen fiihren zu Konflikten, hoher Betriebsunsicherheit und vermeidbaren Kosten.

Um kostenintensive Fehlschldge dieser Art zu vermeiden, muss der eingesetzte Biologische Indikator eine kon-
stante und vorhersagbare Resistenz gegeniiber dem angewandten Dekontaminationsverfahren aufweisen.
Hiermit ist die Grundresistenz gegeniiber einem bestimmten Entkeimungsverfahren, ausgedriickt als D-Wert
bei definierten Parametern, gemeint. Zurzeit wird dies wegen unzureichenden Erfolgen bei der standardisier-
ten Herstellung und Anwendung in Frage gestellt.
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Eine zusammenhadngende Aufklarung von Variabilitatsursachen fiir die Resistenz ist bisher noch nicht gelun-
gen. Zwar belegen frilhere IGF-Projekte der Forschungsstelle (z. B. AiF 17721 N) die Bedeutung einer konsis-
tenten Herstellung der Testkulturen, jedoch ist unklar, wie sich im Zusammenhang damit die Aufbereitung,
Lagerung und Anwendung der Testkulturen vor Ort auf die Resistenz auswirkt, wenn diese nicht direkt am
Herstellungsort der Testkulturen eingesetzt werden. Ziel des Forschungsvorhabens war es, diese Wissensliicke
zu schlieBen.

Forschungsergebnis

Um die Einflussfaktoren auf die Resistenz bei der Herstellung zu untersuchen, wurden fiir Bacillus atrophaeus
(etablierter biologischer Indikator im Bereich Lebensmittelherstellung) und flir Geobacillus stearothermophilus
(biologischer Indikator fiir den Bereich pharmazeutische Produktion) Methoden zur reproduzierbaren submer-
sen Produktion im Bioreaktor und zur Produktion im Solid-State-Verfahren auf Agarplatten entwickelt und
Sporen bei unterschiedlichen Sporulationsbedingungen hergestellt. Zur Bestimmung der Resistenz der herge-
stellten Sporen wurde ein praktikabler Test mit fllissigem Wasserstoffperoxid als Inaktivierungsagens entwi-
ckelt, der die Inaktivierungskinetik der Sporen tiber die dezimale Reduktionszeit als MaR fiir die Resistenz be-
stimmt bzw. definiert. Die Temperatur und der pH-Wert wahrend der Sporulation wurden als die maRgebli-
chen EinflussgroRen auf die Resistenz der Sporen identifiziert, wahrend sich die Sauerstoffsattigung bei der
submersen Sporenherstellung als nicht relevant erwies. Dariiber hinaus ist es moglich, die Anderung der Re-
sistenz als Verlauf in Abhangigkeit des pH-Wertes und der Temperatur darzustellen und Interaktionen der Ein-
flussgrofRen in ihren Effekten auf die Resistenz sichtbar zu machen. Damit kann der Einfluss bestimmter Her-
stellungsbedingungen auf die Resistenzausbildung der Sporen besser beurteilt und im Endergebnis auch stan-
dardisiert werden.

Des Weiteren zeigt sich, dass sich die Sporenresistenz abhangig vom Lagermedium und von der Lagerdauer
signifikant verandern kann. In 70 %igem Ethanol sowie MilliQ-Wasser als Lagermedium bleibt die Resistenz
dagegen Uber mindestens 22 Monate unverandert.

Da bakterielle Sporen fiir die Verwendung als Bioindikatoren bei der Sterilisation mit gasférmigem Wasser-
stoffperoxid haufig auf Tragermaterialien immobilisiert werden, wurden Applikationsmedien und -methoden
auf deren Eignung fiir die Immobilisierung von Sporen untersucht, da auch die Ubertragung der biologischen
Indikatoren auf eine feste Unterlage eine Variabilitatsursache sein kann. Mit der am besten geeigneten Me-
thode wurden die Sporen schlieBlich in einer Pilotanlage zur Inaktivierung mit gasférmigem Wasserstoffper-
oxid behandelt. Durch die Bestimmung der Resistenz der Sporen gegeniiber gasférmigem Wasserstoffperoxid
wurden Abhangigkeiten der Behandlungsparameter auf die Inaktivierungsgeschwindigkeit der Sporen ermit-
telt. Diese Abhangigkeiten wurden in ahnlichem Mal bei der Inaktivierung mit fllissigem Wasserstoffperoxid
gefunden, wenngleich die Inaktivierungsmechanismen beider Methoden unterschiedlich sind.

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass eine Standardisierung der Herstellung biologischer Indikatoren auf
Grundlage dieser Daten moglich ist und die Varianz der Resistenzen der Bioindikatoren stark minimiert werden
kann.

Wirtschaftliche Bedeutung

Die Ergebnisse des Vorhabens dienen dazu, die bisher schon als Grundlage fiir die Validierung von Entkei-
mungsprozessen verwendete VDMA-Richtlinie weiterzuentwickeln. Damit werden kiinftig Inkonsistenzen bei
der Validierung von Entkeimungsprozessen und Unsicherheiten bei der Interpretation von Testergebnissen
sowie damit verbundene wirtschaftliche Schaden vermieden.

Die Ergebnisse des Vorhabens sind fiir eine Vielzahl von Firmen der Lebensmittel- und Pharmaindustrie sowie
des Maschinen- und Anlagenbaus, insbesondere fiir viele kleine und mittelstandische Unternehmen, von Re-
levanz. Die weiterentwickelte VDMA-Richtlinie kann dariiber hinaus als verbesserte Basis flir die Kooperation
zwischen Herstellern und Betreibern von Anlagen und Apparaten mit Entkeimungsfunktion genutzt werden.
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Férderhinweis

... ein Projekt der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF)

Gefordert durch:
* Bundesministerium
2 | fir Wirtschaft

= AF FEIOO)  iGF

aufgrund eines Beschlusses Forschungsnetzwerk FORSCHUNGSKREIS

Industrielle
des Deutschen Bundestages Mittelstand DER ERNAHRUNGSINDUSTRIE E.V.

Gemeinschaftsforschung

Das o. g. IGF-Vorhaben der Forschungsvereinigung Forschungskreis der Ernahrungsindustrie e. V. (FEl), Godesberger Allee 125, 53175 Bonn,
wird/wurde Uber die AiF im Rahmen des Programms zur Férderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF)
vom Bundesministerium fuir Wirtschaft und Klimaschutz aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages gefordert.

Bildnachweis - Seite 1: © Sven Hoppe - Fotolia.com #4405837
Stand: 19. Mai 2022

Seite 4 von 4



