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Kernpunten
• De toegevoegde waarde van routinematig identificeren 

van alle bij environmental monitoring (EM) gevonden 
microorganismen bij aseptische handelingen is be
perkt. Dit geldt ook voor het identificeren bij het over
schrijden van alert en actielimieten.

• Bij bouwactiviteiten in de nabijheid van een clean-
room is het belangrijk om op basis van prospectieve 
risicoinventarisatie gedurende een bepaalde periode 
de bij EM gevonden microorganismen in de achter
grondruimte te identificeren en speciaal aandacht te 
schenken aan de aanwezigheid van schimmels.

Inleiding
Om de kans op microbiologische contaminatie bij 

aseptische handelingen zo laag mogelijk te houden, 
worden een groot aantal voorzorgsmaatregelen getroffen 
[1]. Zo vinden deze handelingen plaats in een laminar 
air flow-kast (LAF-kast), veiligheidswerkbank (vwb) of 
isolator die in een cleanroom klasse D staat, gelden er 
kleding- en hygiënevoorschriften en wordt het personeel 
getraind in aseptisch werken. Om de effectiviteit hiervan 
te controleren wordt op regelmatige basis onderzocht 
hoeveel micro-organismen in de omgevingslucht, op 
oppervlakken en op de handschoenen (vingers) van de 
bereider voorkomen. Dit wordt microbiologische moni-
toring genoemd (environmental monitoring, EM).

Bij aseptische handelingen onder maximale product-

bescherming vindt EM in de LAF-kast of vwb dagelijks 
plaats [2]. De frequentie in de achtergrondruimte is lager 
en varieert van ziekenhuis tot ziekenhuis van eens per week 
tot eens per maand. Pas na geruime tijd wordt duidelijk 

ABSTRACT 
Identification of microorganisms in aseptic handling
OBJECTIVE
Determination of the relevance of identification of microor
ganisms found by microbiological Environmental Monito
ring (isolates from EM) during aseptic handling.
METHODS
Identification of isolates from EM by microscopical exa
mination, gram and spore staining and/or by MALDITOF. 
Isolates from EM in five hospital pharmacies were collected 
during one year and subdivided in 7 groups: Grampositive 
and Gramnegative cocci, Grampositive nonspore for ming 
rods, Grampositive spore forming rods, Gramnegative  
rods, fungi and yeast.
RESULTS
Grampositive cocci were found in most cases (7080 %), 
followed by Grampositive rods (nonspore forming and 
spore forming; around 20%). Our results are comparable 
with the cleanroom microflora found in the pharmaceuti
cal industry. The two cases described in this article, show 
that auditing gives more information about possible sour
ces and causes of contamination than identification of  
microorganisms.
CONCLUSION
The aim of identification is finding sources of contamina
tion, resulting in corrective actions if EM results exceed the 
alert or action levels. We believe that the added value of 
identification, as a routine activity during aseptic handling 
is doubtful. However, knowing it is important to check if 
the cleanroom microflora is comparable to the expected 
microflora, we advise to do this once by using around 100 
isolates from EM out of the LAF or biosafety cabinet and to 
repeat this every 3 years.
Identification is also valuable while building activities  
are taking place in the neighborhood of the cleanroom. 
Deviations from the expected cleanroom microflora will  
be indicative for inadequate preventive measures against 
contamination resulting from the building activities.
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wat het werkelijke contaminatieniveau is en kunnen alert- en 
actielimieten worden vastgesteld (alert: er is mogelijk wat aan 
de hand; actie: er is werkelijk wat aan de hand) [3].

Naast het bewaken van het aantal micro-organismen 
wordt ook geadviseerd om de bij EM geïsoleerde micro- 
organismen (isolaten) te identificeren. Hierdoor krijgt men 
een beeld van de verschillende soorten micro-organismen 
die in de productieomgeving voorkomen. Dit noemt men de 
huisflora. Identificeren is vooral van belang, zo wordt ge-
steld, om gericht te kunnen zoeken naar de bron in geval van 
overschrijding van alert- en/of actielimieten [4].

Identificatie van isolaten wordt niet genoemd in het 
hoofdstuk Aseptische Handelingen van de GMP-Z [1]. 
Richtlijnen elders lopen uiteen van alle isolaten identificeren 
[5], alleen isolaten van kritische plaatsen identificeren [6], tot 
alleen identificeren bij overschrijding van de actielimiet [7].

In dit artikel bespreken wij de rol van identificatie van 
de bij EM geïsoleerde micro-organismen bij het borgen van 
de kwaliteit van aseptische handelingen. Dit zal worden 
gedaan aan de hand van twee voorbeelden van ingezette 
acties naar aanleiding van een afwijkend patroon van de bij 
EM gevonden micro-organismen en op basis van de uit-
komsten van onderzoek naar de huisflora in vijf Nederland-
se ziekenhuisapotheken in zowel de werkruimte (LAF-kast 
of vwb) als in de achtergrondruimte.

Methoden
Identificatie als signaal

In dit artikel worden twee voorbeelden in ziekenhuis-
apotheken beschreven, waarbij een afwijkend patroon van 
de bij EM gevonden micro-organismen aanleiding was voor 
nader onderzoek. 

Bepalen van de huisflora
Dit onderzoek is uitgevoerd in vijf ziekenhuis apotheken. 

EM wordt hier uitgevoerd volgens de LNA-procedures voor 
microbiologische monitoring [2]. Alle vijf de ziekenhuizen 
gebruikten trypticase soya agar-platen als groei medium.

Na incubatie bij 30°C en aflezen na 7 dagen, zijn de 
gegroeide micro-organismen via microscopisch onderzoek 
en gramkleuring ingedeeld in grampositieve en gramnega-
tieve staven en coccen (bacteriën), schimmels en gisten. Bij 
grampositieve staven is sporenkleuring uitgevoerd of is via 
een massaspectroscopische identificatiemethode (MALDI- 
TOF) vastgesteld of er sprake is van een sporenvormer. 
Voor het bepalen van de huisflora zijn de resultaten van 
het identificeren over een periode van een jaar gebruikt. 
Een beschrijving van het bepalen van de huisflora staat op 
het NVZA-kennisplein en wordt te zijner tijd opgenomen 
in een LNA procedure [8]. Nota bene: anno 2018 bevat 
MALDI-TOF bijna altijd een databank met ook gegevens 
van micro-organismen uit de omgeving. In dat geval is 
microscopisch onderzoek en gramkleuring niet meer nodig 
en kan het bepalen van de huisflora volgens bovenstaande 
indeling volledig via MALDI-TOF worden uitgevoerd.

Resultaten
Identificatie als signaal

In beide ziekenhuisapotheken (casus A en B) worden 
de isolaten van EM niet routinematig geïdentificeerd. 
Schimmels vallen echter op bij het tellen van het aantal 
kolonievormende eenheden (kve) na incubatie.

Casus A: cleanroom radiofarmacie
Alle sedimentatieplaten bij luchtmonitoring van de ach-

tergrondruimte bevatten vanaf een bepaald moment één of 
meer kve met schimmels, terwijl schimmels in het verleden 
sporadisch voorkwamen. In de werkruimte (vwb) was geen 
sprake van een verhoogde schimmelfrequentie op de sedi-
mentatieplaten. De radiofarmacie achtergrondruimte (klas-
se D) heeft 15 Pa onderdruk ten opzichte van de omgeving.

Nader onderzoek leerde het volgende:
• in de kruipruimtes boven de cleanroom komen veel 

schimmels voor (Aspergillus). De schone kant van de  
HEPA-filters, voor de luchtinblaas, bevat geen schim-
mels. De schimmels komen dus niet via de luchtinblaas 
in de achtergrondruimte;

• de goederensluizen zijn niet schoon, ook daar zijn schim-
mels aangetoond;

• de achtergrondruimte vertoont technische gebreken: de 
muren bevatten meerdere kleine beschadigingen en niet 
alle kieren en naden zijn na eerder onderhoud goed gekit 
(onder andere rond de lichtbakken);

Maatregelen: tussendoor desinfecteren met een chloor-
houdend desinfectans leverde geen verbetering op. Na her-
stel van de technische gebreken was het uitgangsniveau van 
sporadisch een schimmel weer bereikt. Verder onderzoek 
leerde dat op een behoorlijke afstand van de radiofarmacie-
ruimtes gedurende acht maanden bouwactiviteiten hadden 
plaatsgevonden. Die activiteiten waren tijdens de zoektocht 
naar de bron van de schimmels alweer gestopt, maar zijn 
waarschijnlijk de oorzaak geweest van de verhoogde schim-
melfrequentie op de sedimentatieplaten.

Geconcludeerd kan worden dat de combinatie van onder-
druk en bouwkundige gebreken leidde tot lekken van lucht 
vanuit de omgeving naar de achtergrondruimte. Door de 
bouwactiviteiten was de schimmelconcentratie naar alle waar-
schijnlijkheid verhoogd en dit leidde weer tot een verhoogde 
schimmelfrequentie bij EM in de achtergrondruimte.

Casus B: cleanroom ziekenhuisapotheek
Het (platte) dak boven de bereidingsafdeling lekte. Er is 

direct actie ondernomen om dit te herstellen. EM-kweken 
uit de werkruimte van de datum van reparatie vertoonden 
schimmelgroei. Bij nader onderzoek bleek het lek zich 
te bevinden boven de overjassen in de gang. Deze jassen 
worden door de medewerkers bij het kortdurend verlaten 
van de bereidingsafdeling gedragen over de werkkleding. 
De daardoor besmette werkkleding heeft naar alle waar-
schijnlijkheid de schimmels in de achtergrondruimte en de 
werkruimte gebracht. Na reparatie van de lekkage duurde 
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het nog circa vier weken voordat het aantal schimmels was 
gedaald tot de situatie voorheen (sporadisch schimmels op 
EM-monsters).

Bepalen van de huisflora
De resultaten van het identificeren van de bij EM ge-

vonden micro-organismen uit de lucht, op de handschoe-
nen en op werkbladen uit de werkruimte (LAF-kast of 
vwb) over een periode van 1 jaar uit vijf ziekenhuisapothe-
ken staan in tabel 1. De resultaten van ziekenhuis 2 t/m 5 
van het identificeren van de bij EM gevonden micro- 
organismen uit de lucht en op werkbladen in de achtergrond-
ruimte over een periode van 1 jaar staan in tabel 2. Van 
ziekenhuis 1 zijn geen gegevens beschikbaar van de achter-

grondruimte. Van de achtergrondruimten van ziekenhuizen 
2, 3 en 4 zijn voldoende gegevens beschikbaar voor een 
verdere indeling per kwartaal; de resultaten staan in figuur 
1, 2 en 3.

Beschouwing
Identificatie als signaal 

Door het schimmelprobleem in casus A is men overge-
gaan tot inspectie van de ruimte en hierdoor zijn de bouw-
kundige gebreken geconstateerd. Het nut van identificeren 
lijkt hiermee aangetoond, maar de verhoogde frequentie 
van schimmels was naar alle waarschijnlijkheid niet voorge-
komen als de bouwkundige staat van de achtergrondruimte 
beter was bewaakt. Bij voorbeelden in de literatuur waarbij 

Tabel 1 Huisflora in werkruimte van vijf ziekenhuisapotheken tijdens aseptische handelingen

Micro-organisme Percentage (n*)
zkh 1 zkh 2 zkh 3 zkh 4 zkh 5

Grampositieve coccen  67,3  (33)  68,5  (76)  87,3  (69)  39,1  (18)  70,3  (45)
Grampositieve staven  22,4  (11)  5,4  (6)  7,6  (6)  17,4  (8)  18,8  (12)
Grampositieve staven, sporenvormer  2,0  (1)  17,1  (19)  2,5  (2)  41,3  (19)  9,3  (6)
Gramnegatieve staven  4,1  (2)  6,3  (7)  1,3  (1)  2,2  (1)  1,6  (1)
Gramnegatieve coccen  2,0  (1)  0,0  (0)  1,3  (1)  0,0  (0)  0,0  (0)
Schimmel  2,0  (1)  1,8  (2)  0,0  (0)  0,0  (0)  0,0  (0)
Gist  0,0  (0)  0,9  (1)  0,0  (0)  0,0  (0)  0,0  (0)
Totaal  100  (49)  100  (111)  100  (79)  100  (46)  100  (64)

* aantal kolonievormende eenheden (kve).

Zkh: ziekenhuis.

De werkruimte betrof een laminar air flow-kast (LAF-kast) of veiligheidswerkbank.

Tabel 2 Huisflora in de achtergrondruimte van vier ziekenhuisapotheken tijdens aseptische handelingen

Micro-organisme Percentage (n*)
zkh 2 zkh 3 zkh 4 zkh 5

Grampositieve coccen  78,5  (256)  79,3  (268)  81,7  (751)  88,3  (105)
Grampositieve staven  1,5  (5)  7,7  (26)  16,4  (151)  9,2  (11)
Grampositieve staven, sporenvormer  16,9  (55)  6,2  (21)  1,6  (15)  2,5  (3)
Gramnegatieve staven  2,8  (9)  4,8  (16)  0,1  (1)  0,0  (0)
Gramnegatieve coccen  0,0  (0)  2,0  (7)  0,2  (2)  0,0  (0)
Schimmel  0,3  (1)  0,0  (0)  0,0  (0)  0,0  (0)
Gist  0,0  (0)  0,0  (0)  0,0  (0)  0,0  (0)
Totaal  100  (326)  100  (338)  100  (920)  100  (119)

* aantal kolonievormende eenheden (kve).

Zkh: ziekenhuis.

Er zijn in totaal in vijf ziekenhuisapotheken monsters genomen voor de gegevens in tabel 1 en 2. In ziekenhuis 1 zijn geen monsters genomen in de 

achtergrondruimte. De achtergrondruimtes in ziekenhuis 2, 3 en 5 zijn klasse D en in ziekenhuis 4 klasse C. Het verschil in het aantal kve (n) wordt 

veroorzaakt door een verschil in monsternamefrequentie en het aantal monsternamepunten.
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sprake is van een afwijkend patroon van de huisflora, gaat 
het ook vaak om bouwkundige of technische gebreken 
waarop onvoldoende snel is gereageerd [9].

Bouwactiviteiten in de buurt van de cleanroom kan de 
huisflora beïnvloeden [10]. Er is sprake van verhoogde 
stofvorming wat leidt tot verhoogde aantallen micro- 

Figuur 2 Huisflora per kwartaal in de achtergrondruimte van ziekenhuis 3
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Q1-4: kwartaal 1-4.

Totaal aantal kolonievormende eenheden = 338 (zie tabel 2).

Figuur 1 Huisflora per kwartaal in de achtergrondruimte van ziekenhuis 2
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Q1-4: kwartaal 1-4.

Totaal aantal kolonievormende eenheden = 326 (zie tabel 2).
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organismen in de lucht, met name schimmels. Bouw-
activiteiten betekenen dan ook preventieve maatregelen  
treffen zoals effectieve afscherming (stofschotten), 
bereidings activiteiten en bouwactiviteiten zo nodig op 
elkaar afstemmen of bereidingsactiviteiten tijdelijk ver-
plaatsen. Daarnaast is het van belang om tijdens bouw-
activiteiten de frequentie van EM op te voeren en de bij 
EM gevonden kve te laten identificeren. Hiermee kan wor-
den bewaakt of de getroffen maatregelen effectief zijn en 
wordt ook duidelijk wanneer de extra risico’s voorbij zijn.

Casus B is een voorbeeld van extra alert zijn bij een 
technisch gebrek. De huisflora was niet bekend, maar in 
verband met de lekkage was er wel verhoogde aandacht 
voor de resultaten van EM. Daardoor vielen de schimmels 
direct op. Achteraf bezien was het beter geweest als er na 
het constateren van de lekkage een prospectieve risico- 
inventarisatie was uitgevoerd. Het risico van besmetting via 
de jassen was dan wellicht eerder in beeld gekomen.

Bepalen van de huisflora
Onze bevindingen (tabel 1 en 2) sluiten aan bij elders 

gepubliceerde resultaten over het identificeren van isolaten 
uit cleanrooms [11, 12]. Grampositieve coccen en staven 
(tabel 1 en 2) zijn vooral afkomstig van de mens. Verpak-
kingsmateriaal (karton) kan relatief veel grampositieve sta-
ven bevatten. Gramnegatieve staven wijzen vooral op con-
taminatie door besmet water (vochtresten). Dit speelt bij 
aseptische handelingen in het algemeen geen rol. Schim-

mels (bron buitenomgeving) worden, zo blijkt uit tabel 1 
en 2, effectief geweerd in de achtergrond- en werkruimte. 
Opmerkelijk is het hoge percentage sporenvormende bac-
teriën in de werkruimtes van ziekenhuis 4 (41,3 %), terwijl 
in dit ziekenhuis vrijwel geen sporenvormers in de achter-
grondruimte zijn aangetroffen (tabel 2). Dit wijst er op dat 
ze via de materialen die bij de aseptische handelingen wor-
den gebruikt, worden versleept tot in de werkruimte.

Sporenvormende bacteriën produceren zowel onder 
optimale als onder minder optimale leefomstandigheden 
sporen. Deze zijn resistent tegen veel desinfectantia, waar-
onder alcoholen. Toch leveren sporenvormers in de praktijk 
weinig problemen op bij aseptische handelingen. Dat komt 
enerzijds omdat ze grotendeels tijdens het schoonmaken en 
desinfecteren mechanisch worden verwijderd en anderzijds 
omdat sporenvormers vaak ook in de vegetatieve fase zitten 
[13]. In die fase worden ze wel gedood door alcoholen.

Uit de figuren 1, 2 en 3 blijkt dat het seizoen geen meet-
bare invloed heeft op de huisflora in de achtergrondruimte. 
Dat sluit aan bij bevindingen in de literatuur [11]. Voor het 
bepalen van de huisflora in de achtergrondruimte hoeft men 
dus geen rekening te houden met de tijd van het jaar.

Het aantal kve dat beschikbaar is voor het vaststellen 
van de huisflora hangt af van de frequentie van monitoren, 
het bemonsteringsschema en het aantal kve dat wordt ge-
vonden. Bij dagelijkse EM van lucht, vingers en werkblad 
in de werkruimte (LAF-kast en vwb) worden circa 100 kve 
per jaar gevonden [14]. Deze 100 heeft men nodig om ook 

Figuur 3 Huisflora per kwartaal in de achtergrondruimte van ziekenhuis 4
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Totaal aantal kolonievormende eenheden = 920 (zie tabel 2).
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minder frequent voorkomende micro-organismen (< 10%) 
te kunnen opsporen.

Omdat in de werkruimte alles dat invloed kan hebben 
op het product samenkomt (denk ook aan de materialen: 
ampullen, injectie- en infusieflacons), is onderzoek naar 
de huisflora in deze ruimte het meest zinvol. Geadviseerd 
wordt dit onderzoek initieel, na ingebruikname van een 
nieuwe werkruimte (LAF-kast en vwb), uit te voeren en dit 
onderzoek periodiek te herhalen (bijvoorbeeld eens in de 3 
jaar). Dit laatste omdat de huisflora geen statisch geheel is.

Mocht de gevonden huisflora duidelijk afwijken van  
het gebruikelijke patroon dan komt op basis van risico- 
inventarisatie nader onderzoek van het oppervlak van  
materialen eerder in aanmerking voor het opsporen van de 
bron, dan identificeren van isolaten van EM van de achter-
grondruimte [15]. Als dit opnieuw onvoldoende informatie 
oplevert is nader onderzoek van andere omgevingsfactoren 
nodig. Naast oppervlakken en lucht (ook in de sluizen) 
moet dan ook gedacht worden aan kleding, schoeisel en 
persoonlijke hygiëne.

De toegevoegde waarde van routinematig identificeren, 
om daarmee eerder de bron van een eventuele besmetting 
te kunnen opsporen, lijkt bij aseptische handelingen be-
perkt. Er worden tientallen verschillende materialen in de 
werkruimte gebracht, allen met een andere herkomst. Ook 
werken er vaak 10 of meer verschillende personen, die allen 
een eigen microbiële flora meebrengen. Ook als men uitge-
breider gaat identificeren, bijvoorbeeld tot op geslachts- of 
soortniveau, is bij dit brede aanbod van potentiële conta-
minatiebronnen de kans op het vinden van de juiste bron 
vrijwel uitgesloten. Zelfs in geval van het overschrijden van 
een actielimiet lijkt het nut van identificeren beperkt. Goed 
observeren van de werkwijze, waarbij de opslag en logistiek 
van de materialen niet mag worden vergeten, levert in het 
algemeen meer informatie op [16].

Bij groei in de bouillon bij validatie van de aseptische 

werkwijze wordt ook identificatie geadviseerd [17]. Ook hier 
moet de waarde van identificatie niet worden overschat en 
behoort dit een onderdeel te zijn van meer maatregelen [18].

Als alleen MALDI-TOF wordt toegepast bij het iden-
tificeren, wordt de uitslag weergegeven in geslachts- en 
soortnaam. Voor de evaluatie van de resultaten leidt deze 
gedetailleerde informatie niet direct tot meer inzicht in de 
huisflora. Geadviseerd wordt daarom om de uitslag van 
MALDI-TOF ook vast te leggen in de in dit artikel ge-
noemde indeling.

Ten slotte dient men zich te realiseren dat identificeren 
geld kost (ca. € 5,00 per bepaling). Gezien de beperkte toe-
gevoegde waarde van het identificeren is ook dit een reden 
voor terughoudendheid.

Conclusie
Het bewaken van de invloed van omgevingsfactoren 

door het bepalen van het aantal micro-organismen is het 
primaire doel van EM. Om te weten of de huisflora niet 
afwijkt van het patroon dat over het algemeen gevonden 
wordt in cleanrooms, verdient het aanbeveling deze initieel 
in de werkruimte (LAF-kast en vwb) te bepalen en dit 
onderzoek periodiek te herhalen (bijvoorbeeld eens per 3 
jaar). De toegevoegde waarde van routinematig identifice-
ren van alle bij EM gevonden micro-organismen bij asepti-
sche handelingen is beperkt. Dit geldt ook voor identifice-
ren bij het overschrijden van alert- en actielimieten.

Bij activiteiten of calamiteiten in de nabijheid van een 
cleanroom die invloed kunnen hebben op de huisflora, zoals 
bouwactiviteiten, is het belangrijk om een prospectieve 
risico-inventarisatie uit te voeren. Hiermee kan worden 
beoordeeld of gedurende een bepaalde periode de bij EM 
in de achtergrondruimte gevonden micro-organismen ge-
identificeerd moeten worden.  

Zie voor literatuurreferenties: npfo.nl.
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