
Klein Klein maarmaar fijnfijn, , alsals zeze erer nietniet zijnzijn --
onzichtbareonzichtbare kwaliteitkwaliteit !!

R. Lange, ziekenhuisapotheker
Meander Medisch Centrum, Amersfoort
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Wetenschap die micro-organismen
(eencelligen) bestudeert
Micro-organismen (MO): niet zichtbaar met 
blote oog, wel met microscoop
MO komen overal voor
Meeste MO zijn niet pathogeen en soms
zelfs onmisbaar (b.v. voedselproductie, 
biotechnologie)
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Pathogene micro-organismen
Isoleren, kweken, determineren
Infectiebestrijding

antibiotica
antimycotica
antivirale middelen

Infectiepreventie
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Kennis van contaminatiebronnen bij
bereiden, opslag en toediening
geneesmiddelen
Gedrag van MO tijdens productie-
processen, opslag en toediening
Kiemreductie
Sterilisatie
Microbiologische kwaliteitscontrole
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Augustus 2010: 3 baby s op de ICU in 
Mainz overlijden na toedienen 
voedingsinfuus

Darmbacteriën in TPV gekweekt

Oorzaak: (onzichtbare) barstjes in 
flessen aminozuuroplossing
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0,0003 0,01 mm, ofwel 0,3 10 µm
Vele vormen en rangschikkingen:

Soms met zweepdraden
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Temperatuur: optimum voor elk MO anders
daaronder en daarboven ook groei mogelijk!

Water: obligaat voor groei
wateractiviteit < 0,5 geen groei

Voedingsstoffen, b.v. C, N, Ca, K, P
echter ook in gezuiverd water kan groei optreden

Zuurgraad: buiten pH 3-9 geen groei
Zuurstof: aeroob of anaeroob
Osmotische waarde: hoog minder groei
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25616.777.21618.00 u
1282.097.15217.00 u
64262.14416.00 u
3232.76815.00 u
16409614.00 u
851213.00 u
46412.00 u
2811.00 u
1110.00 u
5°C (delingstijd 1 uur)25°C (delingstijd 20 min)tijd
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Sommige staafvormige bacteriën kunnen
onder ongunstige omstandigheden sporen
vormen
Geen vorm van voortplanting
Sporen zeer resistent
Sporen kunnen na lange tijd weer
uitgroeien tot bacteriën
Voorbeeld: Bacillus stearothermophilus
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EisenEisen aanaan microbiologischemicrobiologische kwaliteitkwaliteit

Steriel:
parenteralia en spoelvloeistoffen (blaas en 
wond)
oogdruppels en druppels binnenoor

Kiemarm:
dermatica, inhalatiepreparaten:

< 100 bacteriën of schimmels per ml of g
geen P. aeruginosa en S. aureus

producten voor orale of rectale toediening:
< 1000 bacteriën en < 100 schimmels per ml of g
geen E. coli



Microbiologie NVKFAZ 24 mei 2011 12



Microbiologie NVKFAZ 24 mei 2011 13

Werkwijze met minimale kans op besmetting
(SAL 10-3, ofwel max. 1 op de 1000 besmet)
Producten die niet in hun uiteindelijke
verpakking kunnen worden gesteriliseerd

thermolabiel geneesmiddel
thermolabiele verpakking

Kwaliteit van de lucht erg belangrijk
Mens: kleding, hygiëne, rustig werken
(mens geeft 105-107 deeltjes/min af)
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Beïnvloeden groeiomstandigheden MO
Desinfecteren of ontsmetten (fysisch of 
chemisch)
Filtreren
Conserveren (houdbaarheid na openen)
Naverwarmen bij 100°C:

Effectiviteit niet betrouwbaar vast te leggen
Niet goed valideerbaar
Alleen indien sterilisatie niet mogelijk is!
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WelkeWelke methodemethode wordtwordt hethet meestmeest gebruiktgebruikt??

Hittesterilisatie:
afstervingsgedrag van MO goed bekend
processen goed beheersbaar

Bij voorkeur vochtige warmte:
effectievere warmte-overdracht (vgl. sauna)
effectiever dodingsmechanisme

coagulatietemperatuur kippe-eiwit:
bij 0% vocht 170°C, bij 6% vocht 145°C, 
bij 20% vocht 85°C, bij 50% vocht 50°C
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51701 (36 d.)1114163180,11

43085 (30 d.)929136150,09

34467 (24 d.)743109120,07

17233 (12 d.)3715460,04

8617 (6 d.)1862730,02

100°C110°C115°C121°C134°C

benodigde sterilisatietijd in min. (z = 6)
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Ph. Eur.: de kans op het aantreffen van 
levende micro-organismen op of in het 
product is kleiner dan 1 op 1 miljoen; 
SAL is 10-6

Er moeten zeer veel monsters onderzocht 
worden om steriliteit betrouwbaar vast te 
stellen (zie tabel en grafiek)
Steriliteit is niet direct meetbaar, maar 
statistisch begrip
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Filtreren product
Micro-organismen blijven op 
membraan achter

Spoelen membraan
Wegspoelen product i.v.m. 
groeiremming

Toevoegen voedingsbodem
Bebroeden

14 dagen bij 20 of 32°C
Validatie uitvoeren met 6 
verschillende micro-organismen

3 aerobe bacteriën, 1 anaerobe 
bacterie, 2 schimmels

18 testen per product
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Kans op goedkeuring Kans op goedkeuring steriliteitsteststeriliteitstest
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Vrijgifte op basis van gemeten, 
vastgelegde en beoordeelde proces-
gegevens op basis van tevoren 
vastgelegde criteria
In plaats van steriliteitstest
Voorwaarden: werken volgens GMP, 
met gevalideerde processen
Basis: Annex 17 GMP
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Ruime ervaring met processen/producten
Geclassificeerde ruimten en monitoring
Risico-inventarisatie uitgevoerd
Kennis van GMP-z en microbiologie
Kiemgetallen en endotoxinen in WFI en 
producten laag
Autoclaven goed onderhouden en 
gevalideerd
Absolute scheiding steriel en niet-steriel
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Uitgangscontaminatie (kiemgetal)
Endotoxinen
Rol bij parametrische vrijgifte:

beoordelen sterilisatiegrafiek
beoordelen indicatoren

Rol bij validaties, b.v. sterilisatoren
Monitoring aseptisch werken
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Ook wel: kiemgetal
Mate van besmetting vóór sterilisatie
Moet zo laag mogelijk zijn:

om parametrisch vrij te mogen geven
om endotoxinevorming te beperken
om sterilisatieduur te beperken (F0)
om zo nodig 30 min bij 100°C na te
kunnen verwarmen (geen sterilisatie!)
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Geschikte ruimten en apparatuur
Hygiëne, schoonmaken, drooghouden

huid: 103-106 bact./cm2

speeksel: 109 bact./ml
faeces: 1012 bact./g

Kiemarme grondstoffen
Aseptisch werken (LAF-kast)
Filtratie door bacteriefilter (filtertest)
Tijd tussen uitvullen en steriliseren kort
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Utensiliën:
filtratieopstelling, voedingsbodem, stoof

Werkwijze
monstername (+ markering!), filtratie, 
overbrengen op voedingsbodem, 
incubatie

Aflezen en resultaatverwerking
Waarschuwingslimiet 1 kve/ml (LNA)
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D-waarde bij 121 ºC is 1 min
N0 is 10 Nt = 10-14

N.B.: steriliteittest levert een SAL van maximaal 10-2 !
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Berekening SAL bij 100°C-proces:
max. 0,1 kve/container (totaal)
max. 1% sporenvormers (literatuur)
max. 0,001 kve sporenvormers/container
kans op groei evt. sporen klein (koelkast)
overige MO sterven af SAL 10-3

Huisflora moet bekend zijn!
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Pyrogenen: koortsverwekkende stoffen
Endotoxinen: pyrogenen die ontstaan uit
celwand Gram-negatieve bacteriën
Zeer thermostabiel
Mogen niet voorkomen in parenteralia
Vóór sterilisatie geen endotoxinen en 
geen Gram-neg. bacteriën in product!
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Bron: grondstoffen, water
Aantonen: 

injecteren bij konijnen
LAL-test: verschillende methoden

Voorkomen: 
pyrogeenvrije grondstoffen, WVI
hygiëne en andere maatregelen
pyrogeenvrij maken (hitte, spoelen, 
ultrafiltratie)
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Endotoxine = LPS
Lipide-A: pyrogeen
PS-zijketen uniek
Endotoxine-eenheid:
1 EU = 100 pg E. coli-
endotoxine EC-5



Microbiologie NVKFAZ 24 mei 2011 32

In vitro-test m.b.v. LAL (Limulus 
Amoebocyten Lysaat)
Contact met endotoxinen

gelvorming
Andere testen hiervan
afgeleid

Limulus polyphemus
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Gelclotmethode (referentiemethode):
limiet-test of semi-kwantitatief

Chromogeen substraat-test (splitsen van 
chromogeen peptide, kwantitatief):

eindpunt of kinetisch

Turbidimetische test (troebeling, kwant.):
eindpunt of kinetisch
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KwaliteitsborgingKwaliteitsborging aseptischaseptisch werkenwerken

Procesvalidatie
bouillonsimulatie, continue monstername

Persoonlijke controle: bouillonexamen
Monitoring ruimten en werkbladen

lucht (sed.plaat), werkbladen (Rodac-plaat), 
handschoenen (sed.plaat)
signaleren van trends 
cumulatieve somanalyse
grenswaarden voor alertheid en actie



Microbiologie NVKFAZ 24 mei 2011 35

GrenswaardenGrenswaarden micr.monitoringmicr.monitoring (annex I)(annex I)

--50100200D

--2550100C

55510B

< 1< 1< 1< 1A

handschoen
kve/handsch.

cont. 55 mm
kve/plaat

sed. 90 mm
kve/4 uur

lucht
kve/m3klasse
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NegatieveNegatieve en en positievepositieve bouillonzakbouillonzak
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KwalificatieKwalificatie aseptischaseptisch werkenwerken
(( bouillonexamenbouillonexamen ))
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EvaluatieEvaluatie microbiologischemicrobiologische kwaliteitkwaliteit
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HoudbaarheidHoudbaarheid aseptischeaseptische bereidingenbereidingen
(GMP(GMP--z Z3)z Z3)

7 dagenkoelkast7 dagenmaximaalComplex

7 dagenkoelkast1 maandmaximaal

24 uurkoelkast7 dagenverhoogd

24 uurkamertemp8 uurbeperkt

Eenvoudig

ConditieTijd

Bewaarter-
mijn (KT) 
na start 
toediening

Maximale bewaar-
termijn niet aan-
gebroken verpakkingProductbe-

scherming
Complexi-
teit
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Casus bouillonsimulatie cytostaticaCasus bouillonsimulatie cytostatica
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Gebruikte steriele vials niet steriel

Gekocht bij gespecialiseerde firma

Sterilisatieproces niet geborgd

Nu: gammasterilisatie
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Farmaceutische
microbiologie is
boeiend vak
Mens zal altijd moeten (samen)leven
met micro-organismen
Microbiologische kwaliteit van 
bereidingen is goed beheersbaar


