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Schliisselworter
NTDF-Sterilisationsverfahren

» Bio-Indikatoren fiir NTDF-Verfahren
#» Resistometer flir NTDF-Verfahren

s Resistenz von Bio-Indikatoren

@

Reaktionskinetik des Nieder-Temperatur-Dampf-
Formaldehyd- (NTDF) Sterilisationsverfahrens

Charakterisierung von Bio-Indikatoren zur Validierung und Routinekontrolle

ie Kinetik des Nieder-Temperatur-

Dampf-Formaldehyd-Sterilisa~
tionsverfahrens wird beschrieben. Es
werden ein Verfahren fiir die Resi-
stenzbestimmung zur Validierung und
Uberwachung des NTDF-Verfahrens
und Resistenzvorgaben fiir entspre-
chende Bio-Indikatoren vorgeschlagen.

Problemstellung

Bio-Indikatoren sind notwendig, um
Sterilisationsverfahren zu validieren
und um Routinekontrollen durchfiith-
ren zu konnen. Zur Bestimmung der
Resistenz miissen sowohl die Reak-
tionskinetik des Verfahrens als auch
ein dem Prozess addquates reprodu-
zierbares Test-Verfahren bekannt sein,
das mit den in der Praxis angewende-
ten Verfahren vergleichbar ist. Unter
diesen reproduzierbaren Bedingungen
miissen Mindest-F -Werte nach ISO
14937 fiir das jeweilige Verfahren fest-
gelegt werden, um die Sterilisation der
heute im Gesundheitsbereich verwen-
deten Produkte mit der nach der EN
556 geforderten Sterilisationswahr-
scheinlichkeit von SAL = 10°¢
(KBE/Teil) sicherzustellen.
Bio-Indikatoren zur Validierung
und Routinekontrollé von NTDF-Steri-
lisationsprozessen wurden bereits in
der DIN 58948-14 beschrieben. Dort
werden mit Blutserum belastete B. stea-
rothermophilus Sporenstreifen einge-
setzt. Diese Zusatzbehandlung zur Er-
hohung der Resistenz stellte sich als
nicht reproduzierbar heraus (1) und
wurde in der die DIN-Norm ersetzen-
den neuen Euronorm EN 866-5 gestri-
chen. Die Messung der Resistenz nach
der alten DIN-Norm erfolgte in 2%iger
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wiéssriger Formaldehyd-Losung, wah-
rend der Formaldeyd-Sterilisationspro-
zess selbst jedoch als in der Gasphase
ablaufend angesehen wurde. Die gera-
de verdffentlichte Euronorm EN 866-5
fordert daher die Resistenzbestimmung
von Bio-Indikatoren in der Gasphase
bei 10 mg Formaldehyd/l bei 70 °C.

Ein Resistometer fiir diese Messun-
gen wurde bisher weder in der EN-
Norm beschrieben noch konnten An-
gaben in der Literatur gefunden wer-
den. /

Die bisher in der Literatur verwen-
deten Resistometer injizieren die not-
wendigen Formaldehyd-Mengen in
wassriger Losung in eine thermostati-
sierte Sterilisationskammer und ver-
dampfen diese Losung, um in der
Kammer die notigen Wasserdampf-
und Formaldehyd-Partialdriicke herzu-
stellen (2, 3). Mit diesem Verfahren
konnten weder von uns noch von an-
deren Autoren in der Gasphase kons-
tante Formaldehyd-Konzentrationen
erhalten werden, da sich Formaldehyd
in Kondensat-Tropfen an der Wand ex-
trem stark 16st und damit in der Gas-
phase verarmt.

Bau und Betrieb eines
Resistometers nach EN
866-5

Durch Vorlage einer Formaldehyd-
Wasser-Losung in einem thermostati-
sierten Glasgefafd erzeugten wir eine
konstante Konzentration von Formal-
dehyd und Wasserdamp{ in der Gas-
phase, die durch ihren Partialdruck
tiber der Losung bestimmt ist.

Der Doppelmantel eines ca. 2 Liter
Glaskolbens wurde mit einem Wasser-
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bad thermostatisiert. Das Gefadl3 war
mit einem gasdichten Riihrer versehen
und an eine Vakuumpumpe ange-
schlossen. Die zu messenden Bio-Indi-
katorproben wurden am Haken eines
Schliffstopfens befestigt und im oberen
Teil des Kolbens eingebracht.

Die Reaktionskammer wurde zu-
nachst auf 100 mbar evakuiert. An-
schlieBend wurden 311 mbar Wasser-
dampf (70 °C) in die Kammer eingelas-
sen. Diese beiden Schritte wurden zur
Entfernung der Luft in der Apparatur
viermal wiederholt

Danach wurden ca. 500 ml der
thermostatisierten Formaldehyd-Was-

. ser-Losung durch das Offnen eines
Glashahnes, der mit einem Formalde-
hyd-Wasser-Vorratsbehélter verbunden
war, angesaugt. Durch Riihren der Lo-
sung stellte sich innerhalb einer Minu-
te der Wasserdampf- und Formalde-
hyd-Partialdruck her und blieb tiber
den gesamten Messzeitraum konstant.
Der Verbrauch an Formaldehyd wird
kontinuierlich aus der Fliissigkeitspha-
se nachgeliefert. Eine Verarmung an
Formaldehyd ist nicht zu befiirchten,
da sich die Konzentration zwischen
Fliissig- und Gasphase ca. um den Fak-
tor 10.000 unterscheidet. Am Ende des
Versuches wurde die Zuleitung zur Va-
kuumpumpe abgestellt, die vorgelegte
Formaldehyd-Losung aus dem Glaskol-
ben entfernt und nochmals evakuiert,
um Restmengen von Formaldehyd von
der Probe zu entfernen. AnschliefSend
wurde die Probe wie im Abschnitt
L~Auswertung der Bioindikatoren” be-
schrieben bearbeitet.

Jorn Gomann, Dr. Ulrich Kaiser, Dr. Ralf
Menzel, gke-mbH, Auf der Lind 10, D-65529
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Reaktionskinetik des

NTDE-Sterilisationsverfahrens

: Témperatur [°C] 50 60 70
Formaldehyd- 10,5 5,2 29
Konzentration
[mol/ 1]

. [Gew.-%] 29 15 85

Tab. 1 Erforderliche Konzentration von Formalde-
hyd zur Herstellung von 10 mg Formalde-
hyd/t in der Gasphase im Partialdruck-
Gleichgewicht

Die von uns gemessenen Konzentra-
tions-Werte (Tabelle 1) stimmten sehr
gut mit den von Walker veroffentlich-
ten Daten iiberein (4).

Mit dem Verfahren konnten bei den
oben angegebenen Temperaturen gut
reproduzierbare Ergebnisse erzielt wer-

- den. Gleichzeitig zeigt die Tabelle 1, dass
im Gleichgewicht groRe Mengen For-
maldehyd in der Fliissigkeit vorliegen.
Die Konzentration von Formaldehyd in
der Fliissig- und Gasphase verteilt sich
im Verhaltnis von ca. 1:10.000. Damit
16st sich eine groBe Menge an Formal-
dehyd aus der Gasphase in wenigen
Wasser-Kondensat-Tropfen. Wird nur
die vorberechnete Menge Formaldehyd
injiziert, verarmt die Formaldehyd-Kon-
zentration in der Gasphase und es wer-
den — prinzipbedingt — keine reprodu-
zierbaren Formaldehyd-Konzentratio-
nen in der Gasphase erhalten.

Resistenzbestimmung von
Bio-Indikatoren in der
Gasphase

In dem beschriebenen Resistometer
wurden Resistenzbestimmungen durch-
gefiihrt. Die halblogarithmischen Uber-
lebenskurven waren nicht linear und

- knickten nach einer Plateauphase, die
nicht reproduzierbar war, ab.

Messungen der Formaldehyd-Bela-

dung auf Bio-Indikator-Tragern iiber
die Zeit zeigten, dass sich eine Formal-
dehyd-Konzentration bis zur Gleichge-
-wichtskonzentration entsprechend der
Formaldehyd-Konzentration in der Lo-
sung aufbaut. Dieser Diffusionsvorgang
ist eine Zeitreaktion tiber 10 — 40 min
und héngt stark von den Umgebungs-
bedingungen ab, z.B. erhéht sich die
Konzentration schneller beim Einsatz
eines Ventilators im Resistometer oder
bei Einsatz von nackten Bio-Indikato-
ren ohne Glassine-Verpackung.

Das gemessene Plateau am Anfang der
Uberlebenskurve wird durch diesen
schwer reproduzierbaren Diffusionsvor-
gang bestimmt. Erst nach Erreichen der
Gleichgewichtskonzentration auf dem
Bioindikator sind reproduzierbare Abto-
tungsgeschwindigkeiten zu erwarten
und auch gemessen worden.

Reaktionsmedium

Mit den durchgefiithrten Messungen
wurde bestdtigt, was bereits Horn (5)
veroffentlichte, dass die Abtétung nicht
durch Formaldehyd in der Gasphase
bewirkt wird, sondern in einem alle
Oberflachen abdeckenden Kondensat-
film ablduft, der das Gut umhillt und
unter Gleichgewichtsbedingungen eine
ca. 10.000fach hohere Formaldehyd-
Volumen-Konzentration enthalt als die
Gasphase (siehe Abschnitt ,Bau und
Betrieb eines Resistometers nach EN
866-5“).

Mit diesen Beobachtungen stellt
sich die Frage, ob es sinnvoll ist, ein
Resistometer zu verwenden, das in der
Gasphase arbeitet, da die Reaktion
selbst in der Fliissigkeitsphase d.h. in
einem Kondensatfilm ablduft und dar-
aus resultierend die Reproduzierbarkeit
in der Gasphase grundsatzlich nicht ge-
wahrleistet sein kann.

Daher wurden alle weiteren Mes-
sungen zur Bestimmung der Reaktions-
kinetik in der Fliissigkeitsphase mit
waéssrigen Formaldehyd-Losungen
durchgefiihrt.

Die verwendeten Formaldehydlo-
sungen wurden durch Losen von Para-
formaldehyd (Fa. Merck) in Wasser
hergestellt. Es wurde kein Methanol
zur Stabilisierung der Losung zugege-
ben, da der Formaldehyd-Dampfdruck
iber einer wassrigen Formaldehydlo-
sung und der Gehalt von freiem, nicht
hydratisierten Formaldehyd in der Lo-
sung vom Gehalt an Methanol mit be-
einflusst wird (4).

Die Konzentrationen in der Gaspha-
se konnen uber die Gleichgewichts-Par-
tialdriicke zu den Konzentrationen in
der Fliissigphase korreliert werden.

Kritiker bemdéngeln, dass die Mes-
sungen der Resistenz, wie vorgeschla-
gen, nicht unter gleichen Bedingungen
ausgefiihrt werden, wie sie in tiblichen
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NTDE-Verfahren in der Gasphase gangig
sind. Dagegen ist einzuwenden, dass:

1. der mikrobiozide Effekt tatsdchlich
in der fliissigen Kondensatphase ab-
lauft, und k

2. fast alle realen NTDF-Verfahrens-
prozesse unter Nichtgleichgewichts-
bedingungen ablaufen. Damit sind
die Formaldehyd-Konzentrationen,
die iber den Diffusionsprozess in
dem Kondensatfilm aufgebaut wer-
den, unbestimmt.

Die hier vorgeschlagene Methode in der
Flissigphase, die dem NTDE-Verfahren
auch tatsachlich am nachsten kommt,
ermoglicht reproduzierbare Kinetik-
messungen.

Auswertung der
Bio-Indikatoren

Wenn Bio-Indikatoren aus dem Reak-
tionsgefdl3, ob aus der Gas- oder Fliis-
sigkeitsphase, entnommen werden, haf-
tet an ihnen Formaldehyd, das das Aus-
keimen hemmen kann. Die Bio-Indika-
toren miissen vor der Bebriitung von
Formaldehyd befreit werden. Dies kann
durch Zugabe von Histidin und Cystein
in die Nahrlosung oder durch vorherge-
hende Neutralisation mit Natriumsulfit-
Losung (Na,SO,) erfolgen.

Wir verwendeten eine vom RKI
Berlin entwickelte und von uns modifi-
zierte Methode (6):

1. Eintauchen in 2%ige Na,SO,-Losung
fiir 10 min

2. 1 h Hitzeaktivierung bei 90 — 93 °C
3. Inkubation bei 55 °C fiir 5 Tage

Ohne Hitzeaktivierung kann sich die
Auskeimung von B. stearothermophilus
iiber 14 Tage hinziehen.

Reaktionskinetik

Spicher und Peters (7, 8) stellten bereits
fest, dass die Abtotungsgeschwindigkeit
von Keimen in Formaldehyd-Losungen
temperatur-, konzentrations- und
keimzahlabhéngig ist. Wir fithrten Mes-
sungen in 1-, 2- und 3-molaren For-
maldehyd-Lésungen bei 50 und 70 °C
durch (Tabelle 2).

Dabei konnten wir feststellen, dass
die Abtotungsgeschwindigkeit in etwa
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Formaldehyd- 1 2 3

Tempei'atur [°C] FA-Exponent n
] ) ) Konzentration [M]
50 13 D,, [min] 27,1 18 6,0
D [M min] 271 236 18
70 10 Dy, [min] 30 15 09
D {M min] 30 3,0 2,7
z-Wert [°C] 21 23 24

Tab. 2 D- und z-Werte bei unterschiedlichen Temperaturen und Formaldehyd-Konzentrationen

proportional mit der Formaldehyd-
Konzentration zunimmt. Der ermittelte
z-Wert liegt zwischen 21 und 24 °C. Ob
diese Streuung durch Messfehler oder
durch die Komplexitdt der Reaktion be-
dingt ist, wurde von uns nicht er-
mittelt.

~ Anders als im Dampf-Sterilisations-
prozess liegt hier keine Reaktionskinetik
1. Ordnung sondern 2. Ordnung vor:

~dN_k X [FAP X N (1)

Der gemessene Exponent n fiir die For-
maldehyd-Konzentration hat bei 50 °C
den Wert n = 1,3 und bei 70 °C den
Wert n = 1,0. Peters und Spicher (7)
fanden im Temperaturbereich 50 °C —
80 °C einen Exponenten von 1,05 = 0,1.
Innerhalb der Messgenauigkeit stimmt
dies mit einer Reaktionskinetik 2. Ord-
nung und einem linearen Zusammen-
hang zwischen Formaldehydkonzentra-
tion und Abtotung iiberein.

Unter der Annahme von n = 1 fiihrt
die Integration der Gleichung (1) in
den Grenzen von N bis N:

N
lgﬁozlgNo—lgNz% X [FA] X t = IF (2)

IF = Inaktivierungsfaktor (Anzahl der
dezimalen Reduktionsstufen)
N, = Ausgangskeimzahl [KBE/Teil]
N = Restkeimzahl nach Sterilisierzeit t
[KBE/Teil]
t = Sterilisierzeit [min]
M = Molare Konzentration [mol/l]
[FA] = Formaldehyd-Konzentration [M]
im Kondensat oder in der Vorlage
k'= % = Reaktionsgeschwindigkeits-
Konstante MX min

= dezimaler Reduktionsfaktor
gemessen bei 70 °C und 1 M
FA [min]

D

70°C IM FA
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n = Exponent der FA-Konzentration
(dimensionslos)

D,, = D-Wert bezogen auf eine
bestimmte [FA] [min]

Durch die Reaktionskinetik zweiter
Ordnung hat der D-Wert die Dimension
[M min]. Obwohl der D-Wert von der
Formaldehyd-Konzentration unabhén-
gig ist, steigt die Reaktionsgeschwindig-
keit mit steigender Formaldehyd-Kon-
zentration.

Damit ist der QuotientF%: D, dem
D-Wert bei einer Reaktionskinetik 1.
Ordnung gleichzusetzen, d.h. z.B. bei
Verdopplung der Formaldehyd-Konzen-
tration halbiert sich der Quotient und
damit die Reaktionszeit.

Neuer Normenvorschlag

Aus den gesammelten Erfahrungen
stellen wir fiir die Uberarbeitung der
EN 866-5 anlésslich der Erstellung ei-
ner neuen ISO-EN-Norm folgende Wer-
te zur Diskussion:

1. Resistometer: 1 M Formaldehyd-Lo-
sung bei 60 °C

2. Inkubation wie unter ,Auswertung
der Bioindikatoren“ beschrieben

3. Bio-Indikatoren
Keim: B. stearothermophilus
Keimtrager: Glasvlies
Population: 10° — 107 KBE/Streifen

4. Resistenz:
Die Gesamt-Resistenz eines Bio-Indi-
kators wird nicht nur durch die
Keimzahl sondern auch durch die
Resistenz (D-Wert) des verwendeten
Keimes bestimmt. Die Gesamt-Resi-
stenz des Bio-Indikators wird damit
durch seinen F, -Wert bestimmt:

D =30 < -
Biosocimm™ [FA] X1gN = _‘J[F%A]ﬁ[[ml] 6)]

Dies entspricht einem D-Wert-Fenster von:

D =4 <7 [M min]

60 °C,1M FA

Der F, -Wert gibt bei einer definierten
Formaldehyd-Konzentration und Tem-
peratur an, wie lange sterilisiert werden
muss, um die Keimzahl im Durch-
schnitt auf den Wert 1 [KBE/Streifen]
zu reduzieren.

Fiir andere Formaldehyd-Konzen-
trationen gelten entsprechend
angepasste Werte.

Das vorgeschlagene Abtétungs-
Uberlebens-Fenster entspricht in etwa
den derzeit auf dem Markt befindlichen
NTDE-Sterilisationsprozessen bei 60 °C
mit einer Einwirkzeit von 60 min.

Bei Verwendung des z-Wertes von
22 °C aus der Tabelle 2, als Mittelwert
von 1 und 2 M Formaldehyd-Konzentra-
tion entnommen, ergeben sich fiir Bio-
Indikatoren bei Erhohung der Tempera-
tur auf 70 °C die in Tabelle 4 aufgefiihr-
ten Grenzwerte entsprechend Tabelle 3.

Fiir andere Formaldehyd-Konzentra-
tionen gelten entsprechend angepasste
Werte.

Die vorgeschlagenen Werte sollten
bei verschiedenen Temperaturen und
Formaldehyd-Konzentrationen nach
den Forderungen der ISO 14937 iber-
priift werden.

| bei N=10° KBE/Teil Dimension SAL IF bei 1 M FA bei2 M FA
min max min max
D M min 5 6 25 3
Foo M min 30 36 15 18
Uberlebenszeit min 4 20 24 10 12
Abtdtungszeit min 10 50 60 25 30
Fenster min - 20 60 10 30

Wachstum (W) — Abt6tung (A)

‘W A w A

Tab. 3 Grenzwerte des Abtstungs-Uberlebensfensters bei 60°C

292



Reaktionskinetik des NTDF-Sterilisationsverfahrens

bei N,=10° KBE/Teil Dimension | SAL I bei TMFA | bei2MFA
i min max min max
D M min 17 21 08 1,05
- Fsm ) ~ Mmin | 10,2 126 51 6,3
Uberlebenszeit min 100 4 | 68 | 84 34 42
Abtitungszeit min 010 17 21 85 | 105 |
Fenster min - - 6,8 21 34 10,5
Wachstum (W) — AbtGtung (A) w A W A

Tab. 4 Grenzwerte des Abtstungs-Uberlebensfensters bei 70°C

Schlussbetrachtungen

1) Das vorgeschlagene Verfahren kann
als Grundlage fiir die Resistenzbestim-
mung von Bio-Indikatoren fiir NTDE-

Sterilisationsverfahren dienen.

2) Die gefundenen stark zeitabhdngigen
Diffusionsprozesse des Formaldehyds
von der Gasphase in den Kondensatfilm
auf der Oberflache des zu sterilisieren-
den Gutes erfordert neben der Uberwa-
chung der hier beschriebenen Reak-
tionskinetik die genaue Uberwachung
der Penetrationskinetik des Formalde-
hyds auf alle duferen und inneren
Oberflachen des zu sterilisierenden Gu-
tes. Die Uberwachung der Penetrations-
kinetik des Sterilisiergases auf innere

Oberfldchen kann nur mit geeigneten
Priifkorpern (Process Challenge Device
= PCD) erfolgen und muss bei der Vali-
dierung und Routinekontrolle besonde-
re Beachtung finden.

3) Deshalb ist die Erarbeitung einer
Norm fiir die Validierung dieses Vertah-

ofx

rens notwendig. W
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