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n ZUSAMMENFASSUNG

In den letzten Jahren hat sich für die Prüfung auf Sterilität
mehr und mehr die Isolatortechnologie als Alternative zum
klassischen Reinraum etabliert. Beide Prüfumgebungen, Rein-
raum und Isolator, haben ihre Vorteile und Schwächen. Wäh-
rend im Isolator nicht alle Sterilprüfungen aufgrund der Be-
schaffenheit des Primärpackmittels durchgeführt werden
können, erhöht der Isolator durch die konsequente Trennung
von Prüfpersonal und Probe die Sicherheit der Prüfung und
hilft damit, falsch positive Testergebnisse zu vermeiden. Die
Prüfkosten werden in erster Linie durch die Prüffrequenz be-
stimmt.

n ABSTRACT

Reliability of Sterility Testing in Cleanroom and Isolator
Within the last years isolators have become an alternative of
classical cleanrooms for sterility testing. Both environmental
conditions, cleanroom and isolator, have several advantages
and disadvantages. Because of the sample properties not all
types of samples can be tested in an isolator but testing in an
isolator is much safer. The strict separation of operator and
sample reduces false positive tests. The costs per test for ste-
rility depend on the total number of tests.

Prüfvoraussetzung

In den vergangenen Jahren sind die regulatorischen An-
forderungen an die methodischen Voraussetzungen der
Sterilprüfung weiter gestiegen und nur durch großen
personellen sowie apparativen Aufwand
zu erfüllen [1]. Damit verbunden ist die
Möglichkeit, eine Wiederholungsprüfung
bei einem positiven Steriltest durchführen
zu können, deutlich eingeschränkt wor-
den. Dies bedingt oft ein obligatorisches
Verwerfen einer Charge, selbst wenn die
Unsterilität durch eine nicht sicher er-
kennbare fehlerhafte Testdurchführung

verursacht wurde (sekundäre Kontamination, falsch po-
sitives Ergebnis) und die Zubereitung tatsächlich steril
ist.

Der für die Wiederholung der Prüfung geforderte
Nachweis eines Prüffehlers gestaltet sich schwierig. In
der Literatur sind Raten von falsch positiven Sterilprüfun-
gen zwischen 0,1 und 0,25 % angegeben [2]. Im 6. Nach-
trag der 4. Ausgabe des Europäischen Arzneibuchs erfolg-
te eine nochmalige Verschärfung der Anforderungen an
die Prüfung verbunden mit einer Reduzierung der Mög-
lichkeiten zur Rechtfertigung einer Wiederholungsprü-
fung. Es wurden zudem erstmalig molekularbiologische
Identifizierungsverfahren erwähnt, die im Falle eines
Keimnachweises die genetische Übereinstimmung von
Steriltestkontaminante und Umgebungskeim aus dem
prüfungsbegleitenden Monitoring nachweisen sollen. Da-
mit ist für ein Retesting eine weitere Hürde geschaffen
worden. Aus Gründen der Arzneimittelsicherheit setzt
man hier sehr enge Grenzen.

Für die Prüfung auf Sterilität wird also eine Umge-
bung benötigt, in der möglichst keine Mikroorganismen
vorkommen sollen, um die Gefahr einer Kontamination
während des Tests zu minimieren. Als Umgebung bei
der Prüfung auf Sterilität bietet das Europäische Arznei-
buch (Ph. Eur.) zwei Alternativen:
1. Prüfung im Reinraum unter Laminar-Flow der Rein-

raumklasse A mit Umgebung der Reinraumklasse B
(gem. Annex 1 EG-GMP-Leitfaden) oder

2. Prüfung im Isolator mit Reinraumklasse A (eine klas-
sifizierte Hintergrundumgebung ist hierbei nicht er-
forderlich).

Reinraum und Isolator sind per se keine
keimfreien Bereiche, lediglich die Anzahl
von Mikroorganismen wird unter erheb-
lichem technischen Aufwand auf ein ge-
ringstmögliches und unvermeidbares Maß
beschränkt. Die Gefahr, dass ein Mikroor-
ganismus eine Kontamination bei der Ste-
rilprüfung verursacht, besteht fortwährend.
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Sie ist insbesondere da am größten, wo der Mensch
direkt mit dem Produkt in Berührung kommt [3, 4]. Dies
trifft in besonderem Maß auf den Reinraum zu, da das
Personal direkt händisch während der Prüfung in die
Reinraumklasse A eingreifen muss. Um Kontaminatio-
nen oder Übertragungen durch das Personal zu reduzie-
ren, hat sich als Alternative zum klassischen Reinraum
in den letzten Jahren die Isolatortechnologie etabliert.
Beim Isolator werden in einem luftdicht verschlossenen
Innenraum die Oberflächen der zu untersuchenden Pro-
ben inklusive aller benötigten Materialien durch Bega-
sung (meist mit H2O2) dekontaminiert. Das dekontami-
nierende Agens muss vor der Prüfung komplett entfernt
werden. Im Anschluss können die Proben auf Sterilität
untersucht werden. Der Zugriff zur Bearbeitung der Pro-
ben erfolgt von außen über Handschuheingriffe, so dass
die Keimfreiheit/-armut im Inneren des Isolators wäh-
rend der gesamten Prüfdauer aufrechterhalten wird.

Unabhängig davon, ob die Prüfung im Reinraum oder
im Isolator durchgeführt wird, ist gut geschultes Perso-
nal, das konzentriert aseptisch arbeitet, nach wie vor
die wichtigste Qualitätsvoraussetzung bei der Durchfüh-
rung der Sterilprüfung [5]. Die einzelnen prüfungsvorbe-
reitenden Arbeitsschritte für die Prüfung im Isolator
resp. im Reinraum sind unterschiedlich und bedingen
auch unterschiedliche Fehlermöglichkeiten durch den
Anwender [6], die es zu reduzieren gilt.

Reinraum und Isolator sind nicht für alle Proben glei-
chermaßen geeignet. Die Entscheidung, wo die Sterilprü-
fung durchgeführt wird, kann von drei Faktoren abhän-
gig gemacht werden:
1. der Durchführbarkeit,
2. der Durchführsicherheit,
3. den Kosten.

1. Durchführbarkeit
Ob eine Probe besser im Reinraum oder im Isolator un-
tersucht werden kann, ist in erster Linie von der Be-
schaffenheit des Primärpackmittels abzuleiten. So kön-
nen im Reinraum auch die Proben untersucht werden,
die eine gasdurchlässige Primärverpackung besitzen
oder die aufgrund der Größe (z. B. Large Volume Paren-
terals) im Isolator praktisch nicht prüfbar sind. Der
Reinraum bietet aufgrund der Möglichkeit, kontinuier-
lich Material einschleusen zu können, auch eine höhere
Flexibilität und Kapazität, die beim Isolator aufgrund
des Dekontaminationszyklus nicht gegeben ist. Die De-
kontaminations-, Prozess- und Umgebungsbedingungen
sind im Isolator prozessgesteuert und automatisiert.
Der Isolator ist darüber hinaus platzsparend, da im Ge-
gensatz zur Prüfung im Reinraum unter Laminar Flow
Klasse A keine klassifizierte Hintergrundumgebung ge-
fordert ist. Wichtigster Vorteil beim Isolator ist die hö-
here Prüfsicherheit durch die konsequente Trennung
von Personal und Prozess.

2. Durchführsicherheit
Um die Durchführsicherheit der Prüfung im Isolator
resp. im Reinraum beurteilen zu können, ist der Ver-
gleich des Hygienemonitorings hilfreich (Tab. 1).

Bei aseptischem Arbeiten müssen zwangsläufig durch
das Prüfpersonal bedingt Kontaminationen auftreten.
Diese Kontaminationen können bei der Prüfung selbst
oder der Probennahme entstehen [3, 7].

Im mikrobiologischen Monitoring des Isolators wer-
den i. d. R. typische Hautkeime nachgewiesen. Zu berück-
sichtigen ist, dass es sich bei den positiven Befunden mit
Hautkeimen auch um nachträgliche Kontaminationen
beim Verschließen oder Entnehmen der Nährmedien
für das Hygienemonitoring handeln kann, da diese Kei-
me, sofern sie sich auf Oberflächen befinden, den De-
kontaminationszyklus nicht überleben können.

Das Keimspektrum, das im klassischen Reinraum de-
tektiert wird, enthält nach unseren Erfahrungen neben
typischen Hautkeimen zusätzlich noch Umgebungskei-
me (z. B. Bacillus sp.). Der Nachweis von typischen Haut-
keimen im Monitoring bei der Prüfung im Reinraum ist
verständlich; Kontaminationsquelle ist in erster Linie
das Prüfpersonal. Für aerobe Sporenbildner hingegen
ist der Eintrag auch über das Material (die Proben) mög-
lich. Bacillaceae weisen eine hohe Tenazität u. a. gegen-
über Desinfektionsmitteln auf. Je nach Einsatz des Des-
infektionsmittels werden gelegentlich Keime selektiert,
die zu echten Problemfällen werden und zu Unsterilitä-
ten führen können. Dies gilt in besonderem Maß für den
Reinraum und weniger für den Isolator [4].

Die Annahme, dass der Isolatorinnenraum steril ist
und dass Unsterilitäten von im Isolator durchgeführten
Prüfungen folglich generell nur primären Ursprungs sein
können (also vom kontaminierten Produkt stammen),
ist falsch. Ein Keim, von dem gelegentlich als Kontami-
nante bei im Isolator durchgeführten Steriltests berich-
tet wird, ist Propionibacterium acnes. Es handelt sich
um ein mikroaerophiles, grampositives Bakterium, des-
sen natürliches Habitat die Talgdrüsenfollikel des Men-
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n Tabel le 1

Typische Mikrooorganismen im Hygienemonito-
ring von Reinraum und Isolator.
Mikroorganismus Natürliches Vorkommen, u. a.
Isolator

Staphylococcus sp.
Corynebacterium sp.

menschliche Haut und Schleimhaut
menschliche Haut

Reinraum

Staphylococcus sp.
Corynebacterium sp.
Micrococcus sp.
Bacillus sp.

menschliche Haut und Schleimhaut
menschliche Haut
menschliche Haut, Luft
ubiquitär



schen sind. Im Hygienemonitoring wird der Keim nicht
nachgewiesen, da er unter den üblichen aeroben Bedin-
gungen nicht wächst. Weshalb überlebt Propionibacte-
rium acnes Dekontaminationszyklen mit verdampftem
Wasserstoffperoxid? Dafür gibt es mehrere Erklärungs-
versuche:
• Propionibacterium acnes besitzt die Fähigkeit, Katalase
zu bilden und weist daher gegenüber Wasserstoffper-
oxid eine erhöhte Tenazität auf [8].

• Propionibacterium acnes neigt zur Bildung von Biofil-
men, was zu einer erhöhten Resistenz gegenüber ne-
gativen Umwelteinflüssen beiträgt [9, 10]. Bei der
Dekontamination im Isolator ist daher davon auszu-
gehen, dass lediglich die äußere Keimschicht abgetötet
wird und Bakterien im Inneren des Biofilms über-
leben.

• Der Keim gelangt mit Sekreten aus den Talgdrüsen in
die Prüfumgebung. Die Sekrete haben einen ähnlichen
protektiven Effekt wie die Biofilme.

Wenn Probenbehältnisse und andere Prüfmaterialien
vor der Beladung des Isolators entsprechend präkonta-
miniert wurden, können sie von den Oberflächen z. B.
beim Einstechen in die Testansätze gelangen.

Die Durchführsicherheit der Sterilprüfung im Isolator
kann hier z. B. erhöht werden, indem ein zusätzlicher
Desinfektionsschritt für alle Proben und Materialien,
die in den Isolator eingebracht werden, bei der Beladung
des Isolators eingeführt wird (z. B. Wischdesinfektion
mit Isopropanol). Durch die Vorbehandlung der Proben

wird erreicht, dass die Oberflächen ggf. entfettet werden
und die anschließende Dekontamination im Isolator
auch greifen kann. Die Notwendigkeit einer hinreichen-
den Reinigung von Oberflächen vor der Dekontamina-
tion ist technisches Grundwissen und wurde auch in
verschiedenen Regelwerken beschrieben [6].

Generell ist durch die konsequente Trennung von
Probe und Prüfer die Durchführsicherheit der Sterilprü-
fung im Isolator im Vergleich zum Reinraum höher [7,
11].

3. Kosten
Die Arbeitsschritte bei der Durchführung der Sterilprü-
fung im Isolator oder im Reinraum sind nahezu gleich.
Aber es gibt eine Vielzahl von Unterschieden in den vor-
bereitenden Arbeitsschritten, die für einen Vergleich der
Betriebskosten berücksichtigt werden müssen.

Für die Prüfung im Reinraum sind sehr zeit- und kos-
tenintensive Einschleusevorgänge für Personal und Ma-
terial erforderlich. Alle Proben und Materialien durch-
laufen ein mehrstufiges Einschleuseprozedere, meist
unter Einsatz von sporiziden Desinfektionsmitteln. Ähn-
liches gilt für das Einschleusen des Personals. Bei jedem
Betreten des Reinraums ist das Anlegen von steriler
Reinraumkleidung erforderlich. Die Beschaffung der
Kleidung, das Waschen und Autoklavieren, aber auch
die für das Einschleusen benötigte Zeit stellen einen er-
heblichen Kostenfaktor dar. Bei der Prüfung im Isolator
sind hingegen die Kosten für die Dekontamination von
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n Tabel le 2

Sterilprüfung: Reinraum vs. Isolator. Aufwandsrelevante Vor- und Nachteile (Auswahl).
Isolator Reinraum

Nährmedien/Monitoring Der Kostenaufwand für die Bereitstellung der Nährmedien für das Hygienemonitoring ist bezogen auf
die Sterilprüfung annähernd gleich.

Identifizierung Die Anzahl an Identifizierungen ist aufgrund des
geringeren Keimnachweises im Isolator geringer.

Im Reinraum fallen im Vergleich zum Isolator ca.
10–12fach höhere Kosten an.

Reinigung/Desinfektion Der Aufwand für die Reinigung des Isolators ist
gering.

Die Reiningung des Reinraums ist aufgrund der
Größe deutlich aufwendiger.

Einschleusen von Material Die automatisierte Dekontamination im Isolator
ist kostengünstig.

Das mehrstufige Einschleuseprozedere mit Ein-
satz von sporiziden Mitteln ist im Vergleich zum
Isolator kostenintensiv.

Einschleusen von Personal Die Schutzkleidung ist hier auf Einmalhandschu-
he und ggf. Einmalhaube begrenzt.

Das Anlegen der Reinraumunter- und oberbeklei-
dung ist zeit- und kostenintensiv.

Auslastung In einer Isolatorbeladung können je nach Pri-
märpackmittel ca. 15 Sterilprüfungen durchge-
führt werden.

Durch kontinuierliches Einschleusen von Proben
und angepassten Arbeitsschichten des Personals
ist die mögliche Testanzahl deutlich größer.

Flexibilität Die Flexibilität der Probenbearbeitung ist durch
die Dauer des Dekontaminationszyklus einge-
schränkt. Damit ist ggf. eine Verschiebung der
Untersuchung auf den folgenden Arbeitstag ver-
bunden.

Bei der Untersuchung im Reinraum ist ein direk-
tes Einschleusen von Proben für eine zeitnahe
Untersuchung möglich.

Rate falsch positiver
Testergebnisse

Durch die strikte Trennung von Personal kann
die Rate an falsch positiven Tests auf ein Mini-
mum reduziert werden.

Die Rate an falsch positiven Testergebnissen ist
im Vergleich zum Isolator höher.



Proben und Material vergleichsweise gering. Der Steril-
prüfer muss keiner aufwendigen Bekleidungsvorschrift
folgen. Auch das Reinigungs- und Desinfektionsprozede-
re des räumlich kleineren Isolators gegenüber einem
Reinraum ist deutlich weniger zeit- und kostenintensiv.
Im Hinblick auf das mikrobiologische Monitoring ist
die Isolatorprüfung ebenfalls im Vorteil, da die Anzahl
der Monitoringpunkte deutlich geringer ausfällt. Im
Reinraum umfasst das Routinemonitoring nicht nur die
direkte Prüfumgebung, sondern auch alle angrenzenden
Schleusen der Klassen B bis D. Der Aufwand für die
Identifizierung von Keimen ist bei der Prüfung im Rein-
raum aufgrund des naturgemäß häufigeren Keimnach-
weises deutlich höher. Nach unseren Erfahrungen fallen
beim Reinraummonitoring ca. 10- bis 12mal mehr Isola-
te zur Identifizierung an.

Bei geringen Prüfungsanzahlen sind die Betriebskos-
ten des Isolators nach unseren Erfahrungen niedriger.
Da im Reinraum aber mehr Proben pro Tag bearbeitet
werden können, hat der Reinraum Kostenvorteile, wenn
er gut ausgelastet ist.

Schlussbemerkung

Ob die Prüfung auf Sterilität im Reinraum oder im Isola-
tor durchgeführt wird, hängt in erster Linie von der Be-
schaffenheit des Primärpackmittels und der Durchführ-
sicherheit ab. Daneben müssen die Kosten für die
Prüfeinrichtung berücksichtigt werden. Beide arznei-
buchkonformen Prüfumgebungen haben nach wie vor
ihre Berechtigung. Der Reinraum bietet die Möglichkeit,
großvolumige Proben und Proben mit gasdurchlässiger
Primärverpackung zu prüfen. Die Prüfung von Proben
im Isolator trägt durch die konsequente Trennung von
Probe und Personal deutlich zur Vermeidung sekundä-
rer Kontaminationen bei. Die Kosten pro Sterilprüfung
hängen dagegen vom tatsächlichen Durchsatz an Mus-
tern ab. So ist der Reinraum bei höheren Probenzahlen,
der Isolator bei geringen Probenzahlen im Vorteil.

Wichtigste Voraussetzung für eine sichere Prüfung
auf Sterilität ist aber nach wie vor gut geschultes und
motiviertes Personal, das die aseptischen Arbeitstechni-
ken beherrscht.
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