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BWT AQU@SENSE MB
The Key to a Successful 
Contamination Control Strategy 
in Pharmaceutical Water



TIME TO TIME TO 
TAKE NEW PATHSTAKE NEW PATHS

Online or OfflineOnline or Offline
Fixed installation  Fixed installation  

or manual samplingor manual sampling

Fully AutomaticFully Automatic
Up to 1000 measurements Up to 1000 measurements 

without any manual without any manual 
interventionintervention

Proven TechnologyProven Technology
The standard for drinking  The standard for drinking  
water and food for many water and food for many 

years nowyears now

SpecificSpecific
The staining method The staining method 

provides maximum speci-provides maximum speci-
ficity for living organisms. ficity for living organisms. 
No disruption caused by No disruption caused by 

particles.particles.

Electronic Electronic 
DocumentationDocumentation

21 CFR Part 11-compliant 21 CFR Part 11-compliant 
electronic documentationelectronic documentation

Primary ValidationPrimary Validation
In accordance with Ph.Eur. In accordance with Ph.Eur. 

and USP requirementsand USP requirements

Flow Cytometry Flow Cytometry 
Flow cytometry is not just a high-precision method Flow cytometry is not just a high-precision method 
for counting all living microorganisms; it can do for counting all living microorganisms; it can do 
much, much more. much, much more. 

	▪�	 It detects individual microorganisms, micro-It detects individual microorganisms, micro-
organisms in larger conglomerates, or biofilm organisms in larger conglomerates, or biofilm 
fragments and tells you the exact number of fragments and tells you the exact number of 
living cells.living cells.

	▪�	 It creates a fingerprint of a microbiological It creates a fingerprint of a microbiological 
population and can show any changes to it.population and can show any changes to it.

The BenefitsThe Benefits
	▪�	 Time saved for approval and troubleshootingTime saved for approval and troubleshooting
	▪�	 Greater process reliability through trend Greater process reliability through trend 
analysesanalyses

	▪�	 No “false positive” or “false negative” resultsNo “false positive” or “false negative” results

“Out of the Box” Measurements“Out of the Box” Measurements
	▪�	 All the solutions required for up to 1000 All the solutions required for up to 1000 
measurements are placed in a hermetically measurements are placed in a hermetically 
sealed cartridge,sealed cartridge,

	▪�	 which takes just a few minutes to replace.which takes just a few minutes to replace.
	▪�	 Up to 99% of the cartridge is recycled.Up to 99% of the cartridge is recycled.

The AQU@Sense MB allows you to meet The AQU@Sense MB allows you to meet 
the requirements for continuous germ the requirements for continuous germ 
load monitoring in pharmaceutical water load monitoring in pharmaceutical water 
fully automatically.fully automatically.



FLOW CYTOMETRYFLOW CYTOMETRY
Quick, exact, reproducible and specific for intact cellsQuick, exact, reproducible and specific for intact cells

Precise identification of intact microorganisms  Precise identification of intact microorganisms  
by evaluating scattered light (blue line) and fluo-by evaluating scattered light (blue line) and fluo-
rescence signals (green and red lines)rescence signals (green and red lines)

The “DOT plot” compares the two fluorescence The “DOT plot” compares the two fluorescence 
signals. The area under the gate shows a signal signals. The area under the gate shows a signal 
for each intact organism. This DOT plot is a kind for each intact organism. This DOT plot is a kind 
of fingerprint for a population.of fingerprint for a population.

You See Practically NothingYou See Practically Nothing But It Is ThereBut It Is There
Many living microorganisms  Many living microorganisms  
do not grow on the plate,  do not grow on the plate,  
but they can be stained.but they can be stained.

In AbundanceIn Abundance
Most microorganisms occur  Most microorganisms occur  

as conglomerates. They would  as conglomerates. They would  
each form just a single colony.each form just a single colony.

→→  The bottom line: flow cytometry counts every single living cellThe bottom line: flow cytometry counts every single living cell

Explanatory Explanatory 
VideoVideo

ICC = Intact Cell CountICC = Intact Cell Count
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CONTAMINATION CONTROL CONTAMINATION CONTROL 
STRATEGYSTRATEGY

The Three Levels of a CCSThe Three Levels of a CCS
The basis for all the other steps on the path The basis for all the other steps on the path 
towards establishing a comprehensive CCS is towards establishing a comprehensive CCS is 
accurate knowledge of the actual situation in the accurate knowledge of the actual situation in the 
system. system. 

In a data-driven approach, that means:In a data-driven approach, that means:
	▪�	 Recording knowledge of the current situation Recording knowledge of the current situation 
for all process steps promptlyfor all process steps promptly

	▪�	 Carrying out an assessment based on a risk Carrying out an assessment based on a risk 
analysisanalysis

	▪�	 Taking suitable measures (CAPA) to correct or Taking suitable measures (CAPA) to correct or 
prevent errorsprevent errors

The Plate Count Is Not the SolutionThe Plate Count Is Not the Solution
The conventional plate count (HPC) has many The conventional plate count (HPC) has many 
disadvantages, particularly regarding the time disadvantages, particularly regarding the time 
required to obtain measurement results. The use required to obtain measurement results. The use 
of an alternative method is recommended in Ph. of an alternative method is recommended in Ph. 
Eur., Annex  1, provided that the information can Eur., Annex  1, provided that the information can 
deliver a scientifically sound measurement for as-deliver a scientifically sound measurement for as-
sessing microbiological quality. The AQU@Sense sessing microbiological quality. The AQU@Sense 
MB meets these requirements. MB meets these requirements. 

Alternatives Are Already Alternatives Are Already 
Available TodayAvailable Today
A variety of technologies for determining bio-A variety of technologies for determining bio-
logical quality quickly and accurately are already logical quality quickly and accurately are already 
available on the market.available on the market.
The AQU@Sense MB uses flow cytometry technoThe AQU@Sense MB uses flow cytometry techno
logy, which is probably the most advanced tech-logy, which is probably the most advanced tech-
nology currently available and can also be used nology currently available and can also be used 
for online bioburden monitoring. It does not just for online bioburden monitoring. It does not just 
show the presence of microbiological contam-show the presence of microbiological contam-
ination, but also provides an exact cell count. ination, but also provides an exact cell count. 
Furthermore, the measurement includes addition-Furthermore, the measurement includes addition-
al information about the population of the micro-al information about the population of the micro-
organisms.organisms.

Annex 1 sets it out plainly: every system Annex 1 sets it out plainly: every system 
operator needs to have control over all operator needs to have control over all 
their processes at all times, and must be their processes at all times, and must be 
able to prove that they are functioning able to prove that they are functioning 
correctly. That means seamless, risk-correctly. That means seamless, risk-
based monitoring has to be ensured.based monitoring has to be ensured.

A typical measurement result of flow cytometry.A typical measurement result of flow cytometry.
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TECHNOLOGY  TECHNOLOGY  
YOU CAN TRUSTYOU CAN TRUST

Flow cytometry is an established microbial count-Flow cytometry is an established microbial count-
ing technique. It has been used in laboratories and ing technique. It has been used in laboratories and 
to assess drinking water for many years now. The to assess drinking water for many years now. The 
AQU@Sense MB is the first flow cytometer that AQU@Sense MB is the first flow cytometer that 
enables online monitoring of water quality in phar-enables online monitoring of water quality in phar-
maceutical systems. The basis for the validation of maceutical systems. The basis for the validation of 
this application is a primary validation in accord-this application is a primary validation in accord-
ance with the applicable regulations (Ph.Eur. 9.2, ance with the applicable regulations (Ph.Eur. 9.2, 
chapter 5.1.6 and USP 41, chapter 1223). This was chapter 5.1.6 and USP 41, chapter 1223). This was 
carried out by BWT in collaboration with bNovate, carried out by BWT in collaboration with bNovate, 
Eindhoven University of Technology (TU/e) and Eindhoven University of Technology (TU/e) and 
the University of Applied Sciences Northwestern the University of Applied Sciences Northwestern 
Switzerland (FHNW). Switzerland (FHNW). 

Primary validation has shown that Primary validation has shown that 
flow cytometry significantly outflow cytometry significantly out
performs the conventional plate performs the conventional plate 
count in some areas under comcount in some areas under com
parable conditions. parable conditions. 

ResultsResults
The AQU@Sense MB passed the primary valida-The AQU@Sense MB passed the primary valida-
tion in full!tion in full!

Parameter Results

AccuracyAccuracy  

PrecisionPrecision  

SpecificitySpecificity  

Quantification limitQuantification limit  

LinearityLinearity  

Measurement rangeMeasurement range
RobustnessRobustness
RuggednessRuggedness

Your Next Steps…Your Next Steps…
Risk-benefit analysisRisk-benefit analysis
Validation for intended useValidation for intended use

Regulatory  Regulatory  
requirementsrequirements

Preliminary  Preliminary  
studiesstudies

Validation  Validation  
masterplanmasterplan

Experimental Experimental 
workwork

EvaluationEvaluation
Statistical  Statistical  
analysisanalysis

DocumentationDocumentation

1.
2.
3.



ONE INSTRUMENT,  ONE INSTRUMENT,  
MULTIPLE APPLICATIONSMULTIPLE APPLICATIONS

IN PROCESS CONTROLIN PROCESS CONTROL

Requirements for the methodRequirements for the method
	▪�	 SpecificSpecific
	▪�	 ReproducibleReproducible
	▪�	 QuickQuick
	▪�	 Cost-effectiveCost-effective

Benefits of AQU@Sense MBBenefits of AQU@Sense MB
	▪�	 Keep a global overview and control each step Keep a global overview and control each step 
of productionof production

	▪�	 Monitoring of all process steps for biological Monitoring of all process steps for biological 
contamination, from the incoming water to the contamination, from the incoming water to the 
end productend product

	▪�	 Early detection (trending) of signs of contami-Early detection (trending) of signs of contami-
nation with microorganisms to take preventa-nation with microorganisms to take preventa-
tive measurestive measures

	▪�	 Reduced costs for water samples and associReduced costs for water samples and associ
ated testsated tests

	▪�	 Time saved during investigationsTime saved during investigations

Trend MonitoringTrend Monitoring
The AQU@Sense MB lets you monitor microThe AQU@Sense MB lets you monitor micro
biological contamination changes promptly, long biological contamination changes promptly, long 
before critical values are reached.before critical values are reached.

  
Sanitation MonitoringSanitation Monitoring
	▪�	 Sanitization effect immediately demonstrableSanitization effect immediately demonstrable
	▪�	 Faster approval following maintenanceFaster approval following maintenance

QUALITY CONTROL UNITQUALITY CONTROL UNIT

Requirements for the methodRequirements for the method
	▪�	 ValidatedValidated
	▪�	 SpecificSpecific
	▪�	 ReproducibleReproducible
	▪�	 CorrectCorrect

Benefits of AQU@Sense MBBenefits of AQU@Sense MB
	▪�	 Immediate proof of qualityImmediate proof of quality
	▪�	 Immediate intervention when problems occurImmediate intervention when problems occur
	▪�	 Rapid analysisRapid analysis

Assess different results correctlyAssess different results correctly
	▪�	 Total water exposure (background signal)Total water exposure (background signal)
	▪�	 Detection and trend analysis of individual cells Detection and trend analysis of individual cells 
from conglomerates or biofilm fragments.from conglomerates or biofilm fragments.

The AQU@Sense MB can be used online  The AQU@Sense MB can be used online  
or offline as a standalone device. or offline as a standalone device. 

Trend MonitoringTrend Monitoring
Sanitation MonitoringSanitation Monitoring

Detecting changes in the system continuously Detecting changes in the system continuously 
and rapidly.and rapidly.

Sanitization effect immediately demonstrableSanitization effect immediately demonstrable

So
ft

en
er

Fi
lte

r

A
nt

is
ca

la
nt

H
ea

tin
g

 u
ni

t

Water pre-treatment

QUALITY 
CONTROL

IN PROCESS 
CONTROL

ED
I/

U
F

W
FI

 T
an

k

Point of
use

Reverse osmosis Level 1

Reverse osmosis Level 2

Ultrapure water production Storage and distribution

0
0

500

1000

1500

2000

2500

20 40 60 80 100 120

Continuous operation

Measurements

C
el

ls
/m

l Intermittent operation

0

200

400

600

800

Time
Permeate (before sanitisation)
Permeate (after sanitisation)

C
el

ls
/m

l



SO TIME IS ON YOUR SIDESO TIME IS ON YOUR SIDE

The AQU@Sense MB gives you the data you need, The AQU@Sense MB gives you the data you need, 
quickly, reliably and conclusively. The AQU@quickly, reliably and conclusively. The AQU@
Sense MB is not just a high-precision technology Sense MB is not just a high-precision technology 
for counting all living microorganisms; it can do for counting all living microorganisms; it can do 
much, much more. much, much more. 

	▪�	 It detects both individual organisms and It detects both individual organisms and 
organisms in larger conglomerates or biofilm organisms in larger conglomerates or biofilm 
fragments and tells you the exact number of fragments and tells you the exact number of 
living cells contained within them. living cells contained within them. 

	▪�	 It creates a fingerprint of a microbiological It creates a fingerprint of a microbiological 
population in your system and can show any population in your system and can show any 
changes to it.changes to it.

Automatic Digital DocumentationAutomatic Digital Documentation
	▪�	 No manual processes requiring time-No manual processes requiring time-
consuming documentation. consuming documentation. 

	▪�	 Analogue and digital interfaces to control Analogue and digital interfaces to control 
systemssystems

	▪�	 Simple visualisation of results for further Simple visualisation of results for further 
evaluationsevaluations

Minimal MaintenanceMinimal Maintenance
	▪�	 Menu-guided cartridge replacement in  Menu-guided cartridge replacement in  
minutes following 1000 measurementsminutes following 1000 measurements

	▪�	 No calibrationNo calibration

Do you want to investigate yesterday’s problem Do you want to investigate yesterday’s problem 
or shape tomorrow’s success?or shape tomorrow’s success?
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With AQU@Sense MB 
you would notice 
this result within 
20 Minutes.

With HPC you 
would only notice 
this result after 
1 to 2 weeks.



SERVICE AND  SERVICE AND  
SUPPORTSUPPORT

Minimal MaintenanceMinimal Maintenance
The AQUA@Sense MB is designed in such a way The AQUA@Sense MB is designed in such a way 
that scheduled maintenance is required just twice that scheduled maintenance is required just twice 
per year. It is performed by qualified BWT staff as per year. It is performed by qualified BWT staff as 
part of the fully documented AQUA@Service.part of the fully documented AQUA@Service.

BenefitsBenefits
	▪�	 No calibration requiredNo calibration required
	▪�	 SST based on standard maintenanceSST based on standard maintenance
	▪�	 High availability as maintenance  High availability as maintenance  
can be plannedcan be planned

	▪�	 Transparency with maintenance and operating Transparency with maintenance and operating 
costs known in advancecosts known in advance

  

Service RangeService Range
	▪�	 Integration planning Integration planning 
	▪�	 System integrationSystem integration
	▪�	 Documentation Documentation 
	▪�	 Control system programming Control system programming 
	▪�	 Automation adjustment Automation adjustment 
	▪�	 Testing Testing 
	▪�	 Project execution Project execution 
	▪�	 Change controlChange control
	▪�	 Expertise/suggestions for improvementExpertise/suggestions for improvement

TECHNICAL DATATECHNICAL DATA

GeneralGeneral

Measuring principle Flow cytometry

Degree of protection IP65

Ambient temperature +5 °C to +35 °C

Humidity 10 to 90% RH

Dimensions (W × D× H) 350 x 240 x 373 mm

Weight 14 kg

ConnectionsConnections
Outputs 4 digital outputs and 2 x 4 to 20 mA 

analogue outputs, freely configurable
Inputs 4 digital inputs

Sampler input ¼" Swagelok tube fitting, male

Sampler output ¼" Swagelok tube fitting, male

Energy supply DC 18 V, 1.4 A, ax. 20 W

Memory card 32 GB

Data export USB and Ethernet

MeasurementsMeasurements
Sample volume 90 µl

Measurement type Continuous or manual

Measurement interval 30 min. to 6 hrs

Analysis duration 20 min.

Cartridge contents Max. 1000 measurements

Sample flow 100 to 200 ml per min.

Max. sample tempera-
ture

40 °C

Sanitation capacity Ozone up to 100 ppb 
Hot water up to 85 °C  
(without running measurement)
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calidad

Felix Thiele y Santiago Fernández
BWT Pharma & Biotech

El control microbiológico de la calidad del agua utilizada en 
la industria farmacéutica es analizado en el presente artículo 
desde la perspectiva de la aplicación de los equipos de 
monitorización microbiológica rápida (RMMs), considerando 
los requerimientos para su implantación y sus diferentes 
posibilidades su uso, que permitirán abrir nuevas vías para el 
seguimiento y la reevaluación de los flujos de procesos, las 
operaciones y los procedimientos de trabajo.  

Palabras clave: GMP; RMM; OWBA; Microbiología; Higienización 

The microbiological control of the quality of the water 
used in the pharmaceutical industry is analyzed in this 
article from the perspective of the application of rapid 
microbiological monitoring equipment (RMMs), considering 
the requirements for its implementation and its different 
possibilities of use, which They will open new avenues for 
monitoring and reassessing process flows, operations and 
work procedures.  

Keywords: GMP; RMM; OWBA; Microbiology; Sanitation

Utilización de métodos 
microbiológicos rápidos
 
Validados en el contexto de la Estrategia de Control 
de la Contaminación del Anexo 1 de las GMP

El nuevo anexo 1 de las GMP
El agua es el excipiente más importante en la in-
dustria farmacéutica. La comprobación de la pure-
za microbiológica del agua purificada es una parte 
importante del control de calidad en la producción 
farmacéutica. Tradicionalmente, esto se hace con la 
prueba de la placa, un procedimiento que existe en 
sus características básicas desde hace 130 años [1].

El nuevo Anexo 1 de las GMP  [2], que entrará 
en vigor el próximo 25 de agosto de 2023, exige 
claramente la aplicación de una estrategia holísti-
ca de control de la contaminación (CCS), y también 
hace hincapié en el uso de métodos microbiológicos 
rápidos (RMM), también conocidos como analiza-
dores de biocarga del agua en línea (OWBA), para 
aumentar la protección de los productos y agilizar la 
detección de la contaminación microbiana.

Con el RMM tanto las secuencias de procesos 
como los PNT (Procedimientos Operativos Norma-
lizados) pueden evaluarse microbiológicamente con 
poco esfuerzo y mejorarse en consecuencia. De es-
te modo, pueden contribuir a la implantación de la 
CCS en las fábricas.
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Validación de los RMM
El Anexo 1 hace hincapié en la nece-
sidad de validar los RMM cuando se 
utilizan para fines de fabricación ge-
neral. Esta validación debe realizarse 
de acuerdo con las las farmacopeas y 
la PDA TR-33. Además, los métodos 
microbiológicos alternativos deben 
ser capaces de detectar un panel de 
bacterias farmacéuticas relevantes 
(USP <1223>; Ph. Eur. 5.1.6; PDA 
TR-33).

En particular, solo los RMM que 
hayan completado satisfactoriamente 
las pruebas requeridas en el Ph. Eur. 
5.1.6 son aptos para su uso según el 
nuevo Anexo 1. Esta conformidad re-
quiere el cumplimiento de las diferen-
tes pruebas incluidas en el proceso de 
validación (Tabla 1) y la prueba satis-
factoria de los diferentes parámetros 
incluidos en el 5.6.1 (Tabla 2).

Cualquier producto que no haya 
completado este proceso no es apto 
para su uso bajo la Ph. Eur. para los 
propósitos incluidos en el Anexo 1 de 
las GMPs. 

Control microbiológico 
de PW y WFI
El agua es el excipiente más impor-
tante en la industria farmacéutica y 
se utiliza principalmente en los gra-
dos de calidad agua purificada (PW) 
y agua para inyecctables (WFI). Se uti-
liza en los procesos de enjuague y en 
los productos estériles y no estériles. 
El control de calidad se realiza en fun-
ción de varios parámetros definidos 
en las farmacopeas [3, 4]. 

Las pruebas microbiológicas tienen 
un papel especial en este caso, ya que 
es el parámetro de control de calidad 
que se determina mayoritariamente 
de forma manual, incluso hoy en día. 
Mientras que otros parámetros, como 
la conductividad o el TOC, se contro-
lan continuamente dentro del proce-
so, las muestras para la microbiología 
se toman individualmente en puntos 
de muestreo definidos. 

Para llevar a cabo el método de la 
farmacopea, también conocido como 
prueba en placa, la muestra se filtra 

TablA 1. 

(Fuente: Ph. Eur 5.1.6) Table 5.1.6.-1 - Tasks to be undertaken during the validation 
process

Activity
Normally carried out by

Supplier User

Primary validation + -

URS (instrument, application) - +

Description of the technique + -

Risk benefit analysis - +

Design qualification (DQ) - +

Installation qualification (IQ) - +

Operational qualification (OQ) - +

Performance qualification (PQ):

- verification of primary validation data given 
by the supplier;

- verification for the intended use (e.g. sterility 
testing, TAMC/TYMC, …);

- method suitability test

-

-

-

+

+

+

El Anexo 1 hace hincapié en la necesidad 
de validar los RMM cuando se utilizan 
para fines de fabricación general

TablA 2. 

(Fuente: Ph. Eur 5.1.6) Table 5.1.6.-2 – Validation criteria for qualitative,  
quantitative and identification tests

Criterion Qualitative test Quantitative test Identification test

Accuracy + + +

Precision - + -

Specificity + + +

Detection limit + - -

Quantitation limit - + -

Linearity - + -

Range - + -

Robustness + + +

Suitability testing + + -

Equivalence testing + + -
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como monitorización adicional en pa-
ralelo al método compendial. Ambas 
formas de uso suelen estar respal-
dadas por los documentos pertinen-
tes, según los cuales los dispositivos 
de medición deben someterse a una 
validación primaria antes de su uso. 
[8]. Debido a la escasa difusión hasta 
ahora, se dispone de poca experien-
cia para ambas formas de uso en el 
mercado, si se compara, por ejemplo, 
con la medición en línea del TOC.

Aparte de las dos variantes mencio-
nadas, también existen las posibilida-
des de optimización del proceso y de 
la planta, que han sido menos discu-
tidas hasta ahora. En este caso, el ob-
jetivo no es controlar el cumplimiento 
de un valor límite definido, sino el uso 
selectivo de la RMM en situaciones 
definidas o durante determinados pa-
sos del proceso para evaluarlos mejor 
desde el punto de vista microbiológi-
co, y mejorarlos posteriormente. 

En las siguientes secciones se discu-
ten individualmente las posibilidades 
mencionadas, y se ilustran en parte 
con ejemplos de pruebas internas. 
El RMM utilizado fue un citómetro 
de flujo que tiñe automáticamente 
las células con un colorante especí-
fico para el ADN. A continuación, 
se cuenta el número de células y se 
indica como "recuento de células in-
tactas/ml" o "ICC/ml". Los resultados 
proceden de una instalación de prue-
bas no cualificada, y no representan 
la calidad esperada de una instalación 
de agua ultrapura en funcionamiento 
óptimo.  

 
Liberación del producto tras 
la validación completa
Los RMM pueden utilizarse para la 
liberación de productos si han sido 
sometidos a una validación primaria 
por parte del fabricante [8]. Hay que 
tener en cuenta que, según la USP, la 
prueba en placa se sigue utilizando 
como método de referencia en caso 
de disputa [7]. Tras la validación pri-
maria, el usuario debe realizar prue-
bas de idoneidad y de equivalencia. 
[8]. La prueba de idoneidad garanti-

retos de la industria farmacéutica 
[6]. Por lo tanto, los procesos exis-
tentes para la validación de métodos 
son muy importantes y, obviamente, 
justificables, pero también conducen 
a procesos de evaluación que con-
sumen mucho tiempo. Aquí es don-
de los fabricantes de RMM pueden 
apoyar a los usuarios con datos de 
validación primaria para reducir su 
esfuerzo interno y simplificar y ace-
lerar la validación. 

Otro reto es, sin duda, las diferen-
tes unidades del RMM en compara-
ción con el método de la farmacopea. 
Pero esto no es considerado un pro-
blema por las farmacopeas [7, 8]. 
En este entorno comprensiblemente 
conservador, las innovaciones tar-
dan en imponerse y la única forma 
de establecer nuevos métodos es 
mediante pruebas de dispositivos. 
Incluso estas pruebas implican un 
esfuerzo interno, y a menudo no es-
tá claro cómo puede desplegarse y 
probarse la RMM de forma más útil. 
El siguiente texto ofrece una visión 
general de las diferentes posibilida-
des de uso de la RMM. Los ejemplos 
muestran la cantidad de información 
adicional útil que puede generarse 
con RMM, y cómo esto puede apo-
yar el CCS requerido por el Anexo 1 
de las GMP. 

Aplicaciones de la 
RMM validada
Una de las cuestiones que se plan-
tean en el debate sobre los RMM es 
la forma en que deben utilizarse. Los 
usos más comúnmente discutidos 
son para la liberación del producto o 

a través de una membrana. A conti-
nuación, se realiza un período de in-
cubación de cinco días en un medio 
nutritivo y, de nuevo, el recuento ma-
nual de las unidades formadoras de 
colonias (UFC). En consecuencia, el 
tiempo de reacción es largo en caso 
de contaminación microbiológica y 
demasiado largo en el caso de pro-
cesos críticos o productos caros. Por 
estas y otras razones, el interés por la 
RMM en el mercado ha crecido nota-
blemente en los últimos años, lo que 
también puede verse en la fusión de 
grupos de interés interempresariales y 
en las publicaciones de la OWBA [5]. 
Las empresas oferentes también es-
tán notando claramente el aumento 
del número de consultas sobre el te-
ma de los RMMs. El mayor interés en 
el tema por parte de los usuarios se 
ve ciertamente reforzado por la pu-
blicación de documentos de la parte 
oficial. Todas las farmacopeas impor-
tantes y otras instituciones farma-
céuticas relevantes han publicado los 
documentos o directrices correspon-
dientes (por ejemplo, PDA, Ph. Eur., 
USP y EMA). 

El RMM en el mercado 
farmacéutico
Desde su propia perspectiva, todo 
lector puede entender que la segu-
ridad del paciente, y, por tanto, la 
seguridad de los productos, es de 
suma importancia para las empre-
sas farmacéuticas. Las retiradas de 
productos por contaminación micro-
biológica son, a pesar de todas las 
precauciones, un problema habitual 
y siguen siendo uno de los mayores 

Una de las cuestiones que se plantean en el debate 
sobre los RMM es la forma en que deben utilizarse. 
Los usos más comúnmente discutidos son para la 
liberación del producto o como monitorización 
adicional en paralelo al método compendial 
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el transcurso de cuatro semanas. Se 
realizó un experimento para respon-
der a la pregunta de si la carga mi-
crobiológica de las muestras se debía 
a la contaminación de los puntos de 
muestreo o se originaba dentro de 
la planta. Siguiendo el PNT, se tomó 
una muestra de cada punto de mues-
treo y se analizó con el citómetro de 
flujo. Posteriormente, se flameó cada 
punto de muestreo y se volvió a reali-
zar el PNT anterior y el muestreo.  

Se comprobó que el flameado adi-
cional redujo significativamente el 
recuento de células intactas en todos 
los lugares de muestreo. La Figura 1 
muestra los resultados del citómetro 
de flujo. La parte izquierda de la figu-
ra muestra el resultado antes de fla-
mear el sitio de muestreo, y la parte 
derecha muestra el resultado después 
de flamear. Los puntos dentro del po-
lígono rojo son bacterias. La Figura 
2 muestra el resumen de los valores 
medios de todos los puntos de mues-
treo. De izquierda a derecha, los re-
sultados corresponden a la muestra 
después de la ultrafiltración (WFI), 
después de la electrodesionización 
(EDI), después de la segunda etapa 
de la ósmosis inversa (P2), después 
de la primera etapa de la ósmosis in-
versa (P1) y el concentrado después 
de la segunda etapa de la ósmosis in-
versa (C2). Se observó que el efecto 
se producía en todos los puntos de 
muestreo y era inmediatamente reco-
nocible mediante el uso de RMM. Es-
to demostró que el anterior PNT para 
el muestreo era insuficiente y debía 

en áreas críticas, ya que los proble-
mas pueden detectarse antes y corre-
girse inmediatamente. Sin embargo, 
aparte de la supervisión continua de 
una planta, existen otras posibilida-
des muy interesantes de utilizar la 
RMM que son muy relevantes por sus 
efectos.  

Evaluación de los PNT y los 
modos de funcionamiento 
por parte de RMM
Los PNT son instrucciones que es-
pecifican la secuencia exacta de las 
operaciones y su documentación. 
Los PNT se crean para que el trabajo 
pueda llevarse a cabo de forma cla-
ra. Esto aumenta la seguridad y los 
resultados pueden evaluarse con cla-
ridad. En las empresas farmacéuticas 
existen PNT para el muestreo manual 
de muestras microbiológicas descrito 
anteriormente. En la mayoría de los 
casos estos incluyen un paso de lim-
pieza y enjuague del lugar de mues-
treo para evitar la contaminación de 
la muestra por células adheridas al lu-
gar de muestreo. Esto garantiza que 
la muestra refleje el estado del agua 
dentro de la planta, y no el estado del 
punto de muestreo. Las operaciones 
de mantenimiento y limpieza tam-
bién se definen en los PNT. 

Evaluación del PNT 
para el muestreo
Durante el funcionamiento de una 
planta de pruebas se observó un au-
mento del número de células intactas 
medido con un citómetro de flujo en 

za que las propiedades del producto, 
por ejemplo, el bajo contenido de 
sales en el caso de WFI, no influyen 
negativamente en la calidad de la 
medición. En el transcurso de la prue-
ba de equivalencia, el método de la 
farmacopea (prueba en placa) y el 
nuevo método (RMM) se comparan 
directamente entre sí para comprobar 
si son estadísticamente iguales. Para 
ello, se pueden utilizar los datos de 
la validación primaria y comparar los 
parámetros estadísticos y/o aplicar 
ambos métodos simultáneamente a 
muestras reales. [8]. Aunque la far-
macopea europea describe la prueba 
de equivalencia, según los expertos, 
una prueba unilateral de no inferio-
ridad parece ser más útil para la vali-
dación de los RMM [9]. Esto también 
tiene en cuenta la posibilidad de que 
el RMM sea superior al método de la 
farmacopea, ya que, por ejemplo, un 
método no basado en el crecimien-
to puede detectar más células de las 
que se cuentan en una placa de agar. 
Por último, a partir de los datos obte-
nidos mediante el estudio, el usuario 
debe proponer y aplicar nuevos lími-
tes en la unidad de RMM para liberar 
el producto o el agua [7, 2]. Después 
de realizar las pruebas adecuadas, un 
RMM podría controlar de forma con-
tinua o manual uno o varios puntos 
de muestreo, y la liberación del agua 
puede realizarse en tiempo real. 

  
RMM como control adicional
Como alternativa al ejemplo anterior, 
los RMMs puede utilizarse como mo-
nitorización adicional para garantizar 
un control microbiológico completo 
del sistema de agua ultrapura. Ya se 
han publicado dos ejemplos en los 
que los usuarios pudieron detectar 
un cambio microbiológico en el pro-
ceso con la información adicional que 
proporciona la monitorización con-
tinua [10, 11]. En ambos casos esto 
solo pudo determinarse retrospecti-
vamente sobre la base de otros datos 
y corregirse posteriormente. Esto de-
muestra que la supervisión continua 
con RMM tiene ventajas definitivas 

Los PNT son instrucciones que especifican la 
secuencia exacta de las operaciones y su 
documentación. Los PNT se crean para que el 
trabajo pueda llevarse a cabo de forma clara
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(C2), antes de la segunda etapa de 
ósmosis inversa (MW2), antes de la 
primera etapa de ósmosis inversa 
(MW1) y del concentrado después de 
la primera etapa de ósmosis inversa 
(C1). Se observa que los valores me-
didos antes de la parada de la planta 
son más bajos en todos los puntos 
de muestreo que después del reinicio 
de la planta. Se puede suponer que 
el reinicio del generador provocó el 
desprendimiento de células de las 
membranas y de las tuberías debi-
do a las fuerzas de cizallamiento del 
desbordamiento, y que estas células 
se encuentran posteriormente en las 
muestras. Además, de los resultados 
se puede concluir que también había 
una biopelícula en el lado "limpio" 
del generador (después de las mem-
branas de ósmosis inversa).

En general, se puede suponer que 
las bacterias están presentes en las 
tuberías y también en las membra-
nas de una planta. El término VB-
NC (viable-pero-no-cultivable) se ha 
extendido en los últimos años en el 
curso de la discusión sobre RMM. 
Describe el fenómeno de que se 
pueden detectar células con méto-
dos no basados en el crecimiento en 

microbiológica del agua producida 
por un productor. Este procedimien-
to puede, por ejemplo, determinar 
cuánto tiempo hay que desechar el 
agua después de cambiar el modo 
de funcionamiento y se puede opti-
mizar la cantidad de desechos al mí-
nimo y ahorrar recursos. 

Para llevar a cabo la prueba, la 
planta generadora funcionó de for-
ma continua y se tomaron muestras 
manuales en todos los puntos de 
muestreo. Tras el muestreo, se detu-
vo la planta. Después de 30 minutos, 
se reinició la planta y, tras un breve 
enjuague previo, se tomó una se-
gunda muestra en todos los puntos 
de muestreo. Las muestras se midie-
ron manualmente con un citómetro 
de flujo por triplicado. La Figura 3 
muestra los valores medios de las 
muestras antes y después de la pa-
rada. De izquierda a derecha, los re-
sultados corresponden a la muestra 
después de la ultrafiltración (WFI), 
después de la electrodesionización 
(EDI), después de la segunda etapa 
de ósmosis inversa (P2), después de 
la primera etapa de ósmosis inversa 
(P1), del concentrado después de la 
segunda etapa de ósmosis inversa 

adaptarse en consecuencia. Con el 
método de la farmacopea este efecto 
solo habría sido detectable después 
de cinco días. 

Especialmente en situaciones en 
las que la fuente de contaminación 
no está clara, los RMM tienen una 
clara ventaja para acelerar la reso-
lución de problemas. Por ejemplo, 
cuando se detecta una violación del 
valor límite con el método de la far-
macopea y se realiza una medición 
comparativa con un RMM antes y 
después de la medida correctiva, se 
puede evaluar inmediatamente la 
eficacia de la medida. 

Tal y como recomienda el Anexo 1 
de las GMPs, el uso de RMM como 
parte de la CCS permite comprobar 
la eficacia de los flujos de trabajo 
con poco gasto de tiempo y, por tan-
to, mejorarlos continuamente. 

Evaluación del PNT para el 
funcionamiento de la planta
El modo de funcionamiento de una 
planta puede influir en la carga mi-
crobiana del agua producida. En el 
marco de un ensayo, se debatió si la 
parada y el arranque tras una breve 
parada pueden influir en la calidad 

Figura 1. Diagrama de puntos de un citómetro de flujo. Fuente: BWT AQUA AG
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muestras que se considerarían libres 
de células si se determinaran con el 
método de la farmacopea [12, 13]. 
Precisamente con este conocimiento 
de fondo tiene sentido el uso de la 
RMM para comprender y optimizar 
específicamente los modos de fun-
cionamiento.   

  
Evaluación del PNT sobre la 
higienización	
Como se muestra en un artículo an-
terior, el RMM puede utilizarse para 
evaluar el efecto de la sanitización 
de una planta basada en membranas 
[14]. En el experimento menciona-
do, se monitorizó continuamente un 
punto de medición. En el experimen-
to descrito aquí, se tomaron mues-
tras manuales antes y después de la 
higienización con agua caliente en 
todos los puntos de medición de la 
planta y se midieron por triplicado. 
Los valores medios de los resultados 
del RMM se muestran en la Figura 
4. De izquierda a derecha, los re-
sultados corresponden a la muestra 
después de la ultrafiltración (WFI), 
después de la electrodesionización 
(EDI), después de la segunda etapa 
de ósmosis inversa (P2), después de 
la primera etapa de ósmosis inversa 
(P1), del concentrado después de la 
segunda etapa de ósmosis inversa 
(C2), antes de la segunda etapa de 
ósmosis inversa (MW2), antes de la 
primera etapa de ósmosis inversa 
(MW1) y del concentrado después 
de la primera etapa de ósmosis in-
versa (C1). Se puede observar que 
los puntos de medición P1, P2, C2 y 
MW2 muestran una clara reducción 
del recuento de células intactas tras 
la higienización. En cambio, en los 
puntos de medición WFI, EDI, MW1 
y C1 se observa un aumento del nú-
mero de células intactas. 

Esta prueba demostró que la higie-
nización era suficiente en el lado de 
la membrana (en la zona de ósmosis 
inversa). Los puntos de medición WFI 
y EDI no estaban completamente 
desinfectados. Dado que estos dos 
puntos de medición están más ale-

Figura 3. Resultados de un citómetro de flujo del experimento de parada y 
arranque. Fuente: BWT AQUA AG

Figura 2. Resultados del citómetro de flujo antes y después de flamear los puntos 
de muestreo. Fuente: BWT AQUA AG

Tal y como recomienda el Anexo 1 de las GMPs, el uso 
de RMM como parte de la CCS permite comprobar 
la eficacia de los flujos de trabajo con poco gasto 
de tiempo y, por tanto, mejorarlos continuamente
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reales medidos a corto plazo y cerca 
del evento. Al detectar el VBNC, tam-
bién ofrecen la posibilidad de mejorar 
el proceso y controlar anticipadamen-
te la contaminación en los casos en 
que el método de la farmacopea solo 
podía detectar muy pocas células o 
ninguna. Esto no solo puede aumen-
tar la seguridad del producto, sino 
también optimizar operaciones como 
el descarte y la higienización de las 
instalaciones del productor. 
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la posibilidad de certificar o revocar 
las bacterias producidas con ella [2]. 
Después de los trabajos de manteni-
miento y reconstrucción, la norma es 
realizar pruebas microbiológicas an-
tes de liberar el agua. Con el uso de 
RMM, los lotes pueden ser liberados 
hasta cinco días antes en estos casos. 
Esto no sólo supone un importante 
ahorro de tiempo, sino que también 
simplifica la planificación de estos tra-
bajos y pasos de limpieza, ya que el 
impacto en la producción puede re-
ducirse al mínimo.

Conclusión
El nuevo Anexo 1 de las GMP hace 
hincapié en el control de la contami-
nación. La eficacia del control de la 
contaminación debe revisarse perió-
dicamente, y para ello se deben con-
siderar y revisar los RMM validados 
para su aplicabilidad [2]. Los resul-
tados presentados aquí demuestran 
que el uso de RMM validados abre 
nuevas posibilidades para el segui-
miento y la reevaluación de los flujos 
de procesos, las operaciones y los 
procedimientos de trabajo. 

Donde antes era necesario esperar 
cinco días para obtener resultados 
microbiológicos, los RMM validados 
pueden ahora proporcionar valores 

jados del calentador, cabe suponer 
que la temperatura allí no se elevó 
a un grado suficiente para matar 
todas las células, y que el desborda-
miento fue posiblemente demasia-
do bajo. El aumento del número de 
células intactas en las muestras WFI, 
EDI, MW1 y C1 se debió probable-
mente a la expulsión de las células 
desprendidas por la higienización y 
no eliminadas por completo. Tam-
bién en este caso la teoría del VBNC 
ofrece un enfoque explicativo. 

Gracias a este ensayo se pudo con-
trolar y evaluar el proceso de higieni-
zación con agua caliente en toda la 
planta cerca del evento. Los resultados 
sugieren que el sistema no estaba ajus-
tado de forma óptima y que el ensayo 
debería repetirse con parámetros de hi-
gienización ajustados. Cabe mencionar 
una vez más en este contexto que se 
trata de resultados de una planta expe-
rimental y que no cumplen las normas 
de fabricación de un productor comer-
cial de WFI desde el punto de vista téc-
nico y microbiológico. 

El Anexo 1 de las GMP exige en el 
punto 6.12 que el agua sea analiza-
da microbiológicamente después de 
la regeneración o desinfección (y por 
lo tanto también después de la sani-
tización), antes de que se considere 

Figura 4. Resultados de un citómetro de flujo de la prueba de higienización. 
Fuente: BWT AQUA AG


