























































































































36 3. Material und Methoden

durchwachsende Olschichtdicke liegt zwischen 100 und 200 pm. Sie ergibt sich aus
der Summe der Hohe der gefiillten Poren von 100 um und der Hohe des Olfilms, der
hochstens 100 um betragt, da das Olvolumen bei einer Porositat von 0 % auf der
Membran diese Schichtdicke ergeben wiirde. Die Ole und Fettphasen werden zum
Eintrag in den Filter mit Petrolether (1 + 2) gemischt, wodurch diese aufgrund der
niedrigen Viskositat die Poren des Filters ausfullen. Der Eintrag erfolgt portionsweise,
wobei nach jedem Auftrag abgewartet wird, bis sich der Petrolether der Portion

verflichtigt hat.

Im oberen Donorkompartiment wird die Keimsuspension mit einer Keimzahl von
ca. 5*10° KBE/mL, im unteren Akzeptorkompartiment unter Vermeidung von
Luftblasen Caseinpepton-Sojamehlpepton-Boullion eingebracht, um den Keimen,
welche die Membran durchdringen, optimale Wachstumsbedingungen zu bieten.
Durch den Probenentnahmestutzen werden Proben aus dem Akzeptorkompartiment
gezogen und das entnommene Volumen durch Caseinpepton-Sojamehlpepton-

Bouillon ersetzt.

Die Versuche werden unter Verwendung einer Laminar-Airflow-Arbeitsbank
(NU-437-500-E, Nuaire, US-Plymouth) tber einen Zeitraum von sieben Tagen mit
taglichem Probenzug durchgefihrt. Es werden Probenvolumina von 1 mL gezogen,
die zur Prifung auf Sterilitat in Caseinpepton-Sojamehlpepton-Bouillon tber einen

Zeitraum von funf Tagen bebrtitet werden.

Sterile Proben bedeuten, dass keine Keime die Olphase durchwachsen haben, und

nicht sterile Proben weisen auf ein Durchwachsen der Olphase hin.



3. Material und Methoden 37

3.11 Test auf Varianzhomogenitét

Um zu Prufen, ob Untersuchungsdaten sich signifikant unterscheiden, wird ein Test
auf Varianzhomogenitat durchgefuhrt. Aus unter gleichen Bedingungen erhobenen

Werten werden mit Gleichung 3-1 die Varianzen errechnet.

D (xi-)_()2 Gleichung 3-1

var(x)= NI

Xi Einzelwert

Mittelwert

x|

N  Anzahl der Keimbestimmungen

Die Varianzen unterschiedlicher Untersuchungsreihnen werden mit einem Test zur
Varianzhomogenitat (F-Test) auf signifikante Unterscheidung geprift. Der F-Wert wird
mit Gleichung 3-2 errechnet und mit einem tabellierten F-Wert (p = 0,01) verglichen
(Gottwald 2000).

_ var(x)l Gleichung 3-2
var(x),

es gilt: var(x): > var(x):

Ist der errechnete Wert kleiner als der tabellierte Wert, so unterscheiden sich die

Abweichungen der Werte nicht signifikant.
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4.1  Modellformulierungen

Die in dieser Arbeit verwendeten Rezepturen basieren Uberwiegend auf
Standardrezepturen des DAB oder des DAC, die eine ausreichende Lagerstabilitat
Uber den gewahlten Untersuchungszeitraum gewahrleisten. Die Standardrezepturen
wurden ausgewahlt, da diese umfassend untersucht und beschrieben sind sowie
haufig als Grundlage fur pharmazeutische und kosmetische Produkte verwendet
werden. Auszunehmen davon ist die W/O-Creme, die nicht in einem entsprechenden
Kompendium beschrieben ist. Diese lipophile Creme sollte eine moderne
wollwachsalkoholfreie Formulierung mit einem hohen Innenphasenanteil sein. Die
Zusammensetzung der W/O-Creme wurde ausgehend von einer flissigen Emulsion

(Tabelle 4-1) und einer lipophilen Creme (Tabelle 4-2) erstellt und optimiert.

Tabelle 4-1: Zusammensetzung der W/O-Emulsion als Basis fur die Formulierung der
W/O-Creme

Substanz Teile
Polyglyceryl-3 Diisostearat 1.25
Polyglyceryl-2 Dipolyhydroxystearat 3,75
Mittelkettige Triglyceride 15
Octyldodecanol 15
Magnesiumsulfat 1
Glycerin 85% 5

Wasser 59
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Tabelle 4-2: Zusammensetzung der lipophilen Creme als Basis fur die Formulierung der

W/O-Creme

Substanz

Polyglyceryl-3 Diisostearat

Polyglyceryl-2 Dipolyhydroxystearat
Mittelkettige Triglyceride

Dicaprylyl Carbonat

Gebleichtes Wachs

Zinkstearat

Glycerin 85%

Butylenglycol

Magnesiumsulfat

Wasser

Teile

P W NP P 00 00 W w

~
o

Die Lagerstabilitat der in Tabelle 4-1 beschriebenen W/O-Emulsion ist so gering,

dass Dbereits nach vierwochiger

Lagerung eine makroskopisch

Phasenseparation auftritt (Abbildung 4-1).

Abbildung 4-1:

Lagerung (rechts)

sichtbare

W/O-Emulsion kurz nach der Herstellung (links) und nach vierwéchiger
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Dabei tritt die innere Wasserphase nach Auf3en und lagert sich am Boden des
Gefalles ab. Diese gebrochene Emulsion ist durch Schitteln nicht wieder
rekonstituierbar. Damit ist es nicht mdoglich, die weiteren Untersuchungen
durchzufiihren, da die Zubereitungen hierfir Uber mehrere Monate lagerstabil, d. h.
ohne Anzeichen einer Phasentrennung sein missen. Des Weiteren weist die
Emulsion keine FlieRgrenze auf, wodurch die mikrobiologischen Untersuchungen

weiter erschwert werden.

Die Zusammensetzung der in Tabelle 4-2 gezeigten Creme weist zwar eine
ausreichende Lagerstabilitat von mehr als einem Jahr auf (Lagerung bei
Raumtemperatur und lichtgeschutzt). Diese ist jedoch aufgrund der Verwendung von
Glycerin und Butylenglycol, die potentiell antimikrobielle Wirkungen aufweisen
(Dailey & Rosenwasser 1994; Smith 2000), unverdndert nicht fur die vorgesehenen

mikrobiologischen Untersuchungen geeignet.

Als Emulgator fur die W/O-Creme sollen die in Tabelle 4-1 und Tabelle 4-2 genannten
Polyglycerinester verwendet werden. Die Anzahl der verwendetet Substanzen soll
maoglichst gering gehalten werden, um die Summe der Einflussfaktoren auf das

Keimwachstum niedrig zu halten.

Aus den beiden gezeigten Rezepturen wird eine Formulierung zusammengestellt, die
alle Anforderungen fur die Untersuchungen dieser Arbeit erfullt. Die beiden
Emulgatoren sind darin zu gleichen Teilen enthalten, und die 6lige Aul3enphase ist
durch die Gerustbildner gebleichtes Wachs und Zinkstearat stabilisiert und
immobilisiert (Macierzanka, Szelag et al. 2006). Die Formulierung wird weiter auf die
Erfordernisse der Untersuchungen hin angepasst, indem auf Zusatz der
mehrwertigen Alkohole Glycerin und Butylenglycol verzichtet wird. Diese Alkohole
werden Ublicherweise eingesetzt, um die Haut feucht zu halten, was fir die
Untersuchungen nicht von Belang ist, und zeigen potentiell antimikrobielle Wirkungen
(Prickett, Murray et al. 1961; Dailey & Rosenwasser 1994), die hier unerwiinscht
sind. Als Ol, das die Grundlage der Lipidphase bildet, werden nur mittelkettige
Triglyceride verwendet. Die Verwendung der Gerustbildner gebleichtes Wachs und
Zinkstearat ist fur die Lagerstabilitdt und Konsistenz der Creme unerlasslich, da
diese das kristalline Netzwerk der Au3enphase aufbauen (Kutz, Daniels et al. 2011).
Auch auf den Zusatz von Magnesiumsulfat kann nicht verzichtet werden, da die
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Emulsion in der Wasserphase dadurch stabilisiert wird. Die so zusammengestellte
Rezeptur, deren Zusammensetzung in Kapitel 3.2.1.2 gezeigt ist, ist eine
streichfahige Creme, die auch nach einjahriger Lagerung keine Phasentrennung

aufweist und damit fur die Untersuchungen dieser Arbeit geeignet ist.

4.2  Verschleppung von Keimen bei der Enthahme aus e  iner

Primarverpackung

In diesem Kapitel wird untersucht, ob die eingetragenen Keime beim Ausdricken
eines Cremestranges an der Oberflache verbleiben und bei der nachsten Entnahme
entfernt werden oder ob die eingetragenen Keime durch zeitweises Anhaften an der
Primarverpackung in den Cremestrang verschleppt werden. Durch Variation der
Behandlung vor der Produktentnahme mit und ohne Desinfektion wird untersucht, ob
die Keime an der Oberflache verbleiben und damit abgetttet werden, sich in Kanten
und Sicken verbergen oder durch Adhasion an das Verpackungsmaterial

unzugéanglich werden.

Dazu wird eine plane Creme-Oberflache im Ansatzstiick der Testverpackung mit
einer Keimsuspension in Kontakt gebracht. Die Keimsuspension wird unmittelbar
nach der Kontamination wieder entfernt, wodurch den Keimen kaum Zeit gelassen
wird, in die Zubereitung einzudringen. AnschlieBend wird die kontaminierte
Oberflache abgestreift. Die in der Folge ausgedriickten Cremestrange werden auf

Sterilitdt gepruft, um das Ausmalfl der Keimverschleppung zu ermittein.
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4.2.1 Verwendete Primarpackmittel

Zur Untersuchung der Verschleppung von Keimen bei der Entnahme aus
Primarpackmitteln kommen sterile Einmalspritzen und verschiedene Tuben zum

Einsatz.

Da eine sterile Einmalspritze von ihrer Geometrie einer Tube sehr &hnlich ist und sich
fur das Arbeiten unter aseptischen Bedingungen gut eignet, wird als Vorversuch
zunachst die Verschleppung von Keimen bei der Entnahme aus Einmalspritzen
untersucht, die mit WWAS befullt sind.

Um die Verschleppung von Keimen bei der Entnahme aus Tuben praxisgerecht zu
untersuchen, werden vier Tubenarten (Tabelle 4-3) mit unterschiedlichen
Entnahmetullen getestet. Diese Tuben unterscheiden sich im Material der Tulle, das
aus Aluminium oder Polypropylen (PP) besteht, und in der Form der Tulle, die
entweder breit und kurz (Abbildung 4-2 und Abbildung 4-3) oder schmal und spitz
zulaufend ist. Eine Tube ist mit einem Originalitdtsverschluss versehen, der aus einer
Aluminiummembran besteht und die mit einem Dorn im Tubendeckel vor der ersten

Entnahme durchstochen werden muss.

Tabelle 4-3: Tubenarten zur Untersuchung der Verschleppung von Keimen bei der
Entnahme
Tube Tullenform Tallenmaterial Originalitatsverschl un
1 breit Aluminium nein
2 breit Polypropylen ja
3 spitz Aluminium nein
4 spitz Polypropylen nein
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Abbildung 4-2:  Tube 1 mit breiter Abbildung 4-3:  Tube 2 mit breiter
Alu-Tulle PP-Tllle

W

Abbildung 4-4:  Tube 3 mit schmaler Abbildung 4-5:  Tube 4 mit schmaler
Alu-Tulle PP-Tulle

4.2.2 Verschleppung von Keimen bei der Entnahme aus  Spritzen

Aus der kontaminierten Spritze werden nach Entfernung der Keimsuspension sechs
Salbenstrange von jeweils 1 mL zur Prifung auf Sterilitdt ausgedrtickt. Ist die Probe
verkeimt, wurden Keime bei der Entnahme in den jeweiligen Cremestrang

verschleppt. Ist sie steril, wurden in den Cremestrang keine Keime verschleppt.

Die Untersuchungen werden jeweils mit und ohne Desinfektion der Cremeoberflache
durchgefuhrt.

In Tabelle 4-4 ist aufgefuhrt, welche Cremestrdnge nach dem Ausdriicken ohne
vorherige Desinfektion mit Keimen kontaminiert sind. Tabelle 4-5 zeigt die Anzahl der
verkeimten Cremestrange aus den Untersuchungen mit Desinfektion vor dem
Ausdricken. Je Testkeim werden drei Spritzen ausgedrickt. In den Tabellen ist
jeweils diejenige der drei untersuchten Spritzen aufgefihrt, aus der sich die groéf3te

Anzahl kontaminierter Cremestrange ausdrticken lasst.
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Tabelle 4-4: Prufung auf Sterilitat von Cremestrangen, die aus Spritzen ohne vorherige
Desinfektion entnommen wurden; ,+“ = verkeimt, ,-“ = steril.
Ausgedrickter 1 2 3 4 5 6
Cremestrang
Escherichia coli + + + - - -

Candida albicans - - - - - .

Die Proben aus den Spritzen, die mit Escherichia coli kontaminiert sind, zeigen eine
Verschleppung in die anschlielend ausgedrickten Cremestrange. Mit Candida
albicans kontaminierte Spritzen zeigen hingegen keine Verschleppung. Die
Verschleppung der Bakterien ist wahrscheinlich durch Adh&sion an die Oberflache
des Spritzenmaterials (Dunne 2002) und verzdgertes Wiedereintragen in den
Cremestrang durch Scherung zu erklaren. Cand. alb. zeigt eine solche Adhasion an
das Spritzenmaterial offensichtlich nicht und kann daher komplett mit der

Cremeoberflache entfernt werden.

Tabelle 4-5: Prufung auf Sterilitat von Cremestrangen, die aus Spritzen nach erfolgter
Desinfektion entnommen wurden; ,+* = verkeimt, ,-* = steril.
Ausgedrickter 1 2 3 4 5 6
Cremestrang
Escherichia coli + - - - - -

Candida albicans - - - - - .

Die Anzahl der verkeimten Cremestrdnge ist bei den mit Escherichia coli
kontaminierten Spritzen im Vergleich zu den nicht desinfizierten Spritzen reduziert.
Bei den Spritzen, die mit Candida albicans kontaminiert sind, wird wiederum keine
Verschleppung nachgewiesen. Durch die Desinfektion wird die Anzahl der
Uberlebensfahigen Bakterien reduziert. Daraus lasst sich erkennen, dass ein grol3er
Anteil der Bakterien fir das Desinfektionsmittel zuganglich ist, sich jedoch einige

durch Adhasion an das Spritzenmaterial der Desinfektion entziehen.
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4.2.3 Verschleppung von Keimen bei der Entnahme aus ~ Tuben

Die Untersuchungen werden mit WWAS aus der Gruppe der lipophilen Cremes und
mit WHS aus der Gruppe der hydrophilen Cremes durchgefiihrt. Die Kontamination
der befullten Tuben erfolgt durch Eintauchen in Keimsuspension mit einer Keimzahl
von ca. 5*10° KBE/mL. Die Cremeoberflache im Ansatzstiick wird direkt im Anschluss
an die Kontamination abgestreift und die folgenden Cremestrange in 1 mL-Portionen
zur Prufung auf Sterilititt entnommen. Es erfolgen Testreihen mit und ohne
Desinfektion nach dem Abstreifen. Des Weiteren wird der Einfluss einer
Konservierung mit 20 % Propylenglycol in der Wasserphase auf die Verschleppung
der Keime untersucht.

4.2.3.1 Entnahme nicht konservierter Cremes

)

w
|

—
|

E. coli nicht desinf.
Cand. alb. nicht desinf.
E. coli desinf.

Cand. alb. desinf.

kontaminierte Cremestrange
\.}

o
|

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4

Abbildung 4-6: kontaminierte Cremestrange bei der Entnahme von nicht konservierter
WHS aus Tuben

Abbildung 4-6 und Abbildung 4-7 zeigen, dass Verschleppungen von Keimen in
hohem Ausmal} stattfinden, wenn das Tubenansatzstiick vor der Entnahme nicht

desinfiziert wird.
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Eine stark unterschiedliche Anzahl kontaminierter Cremestrange ist weder zwischen
den untersuchten Tubenarten noch zwischen der WWAS und der WHS zu erkennen.
Beide Testkeime verhalten sich gleich, was bedeutet, dass sie vergleichbar stark an
Oberflachen, Kanten und Sicken der unterschiedlichen Ansatzstiicke zurtickgehalten
werden. Hierbei ist insbesondere weder ein Unterschied zwischen den

Tubenmaterialien noch zwischen den Formen der Ansatzstiicke erkennbar.

E. coli nicht desinf.
Cand. alb. nicht desinf.
E. coli desinf.

Cand. alb. desinf.

kontaminierte Cremestrange

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4

Abbildung 4-7  kontaminierte Cremestrange bei der Entnahme von nicht konservierter
WWAS aus Tuben

Wenn das Ansatzstick der Tube vor der Entnahme der Cremestrange desinfiziert
wird, findet eine Verschleppung uberlebensfahiger Keime nicht oder nur in geringem
Ausmalf statt. Daraus lasst sich ableiten, dass die Kontamination tatsachlich nur an
der Oberflache der Creme und des Ansatzstiickes stattfindet. Ein Eindringen der
Keime ins Innere der Creme, wo diese nicht fir das Desinfektionsmittel zuganglich
sind, findet nicht statt.

Da in den Versuchen mit 4 von 5 mL der gr6f3te Anteil des Tubeninhaltes untersucht
wird, kann nicht unterschieden werden, ab welchem Cremestrang letztlich keine

Kontamination nachzuweisen ware. Die Einzeldosierung einer Creme erreicht
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allerdings selten eine Menge von 4 mL, wodurch dies auch als nicht praxisrelevant
zu betrachten ist. Dies gilt insbesondere unter Betrachtung dessen, dass die Haut
eines Erwachsenen eine Flache von ca. 1,8 m2 annimmt (Thews, Mutschler et al.
2007) und mit 4 mL bei einer Ublichen Auftragemenge von ca. 2 mg/cm? ca. 0,2 m?
eingecremt werden konnen. Legt man die 9er Regel nach Wallace zugrunde
(Kammel 2010), kann damit z.B. mehr als ein ganzer Arm oder die halbe

Rumpfvorderseite abgedeckt werden.

4.2.3.2 Entnahme konservierter Cremes

Zur Untersuchung des Effektes einer Konservierung wird den Cremes 20 %
Propylenglycol bezogen auf die Wasserphase zugesetzt. Die Werte werden zunachst
entsprechend der Vorgehensweise bei den nicht konservierten Cremes erhoben und
mit diesen verglichen. Im Weiteren werden Tuben mit konservierten und nicht
konservierten Cremes nach der Kontamination unverschlossen unter keimarmen
Bedingungen fur 24 h gelagert und danach die Werte erhoben und miteinander

verglichen.

w
|

—
|

E. coli nicht desinf.
Cand. alb. nicht desinf.
E. coli desinf.

Cand. alb. desinf.

kontaminierte Cremestrange
]

o

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4

Abbildung 4-8: kontaminierte Cremestrange bei der Entnahme von konservierter WHS aus
Tuben
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N

w
1

—
|

E. coli nicht desinf.
Cand. alb. nicht desinf.
E. coli desinf.

Cand. alb. desinf.

kontaminierte Cremestrange
]

o
|

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4

Abbildung 4-9:  kontaminierte Cremestrange bei der Entnahme von konservierter WWAS

aus Tuben

Die konservierten Cremes zeigen eine ausgepragte Verschleppung von Keimen,
wenn vor der Probennahme nicht desinfiziert wird, und keine Verschleppung nach
erfolgter Desinfektion (Abbildung 4-8 und Abbildung 4-9). Dabei ist kein eindeutiger
Unterschied zwischen den Proben der unterschiedlichen Cremes und den beiden
Testkeimen zu erkennen.
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kontaminierte Cremestrange

/" E. coli nicht kons.
Cand. alb. nicht kons.

E. coli kons.
Cand. alb. kons.

Abbildung 4-10: Vergleich kontaminierter Cremestrange bei der Entnahme von konservierter

kontaminierte Cremestrange

und nicht konservierter WHS aus Tuben nach steriler Lagerung fir 24 h

/" E. coli nicht kons.
Cand. alb. nicht kons.

E. coli kons.

Cand. alb. kons.

Tube 1 Tybe 2 Tube 3 Tube 4

Abbildung 4-11: Vergleich kontaminierter Cremestrange bei der Entnahme von konservierter

und nicht konservierter WWAS aus Tuben nach steriler Lagerung fir 24 h
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Aus Abbildung 4-10 und Abbildung 4-11 ist zu entnehmen, dass die Anzahl der
kontaminierten Cremestrdnge nach 24-stiindiger Lagerung ohne Desinfektion bei
hochstens zwei liegt, das entspricht einer Entnahmemenge von 2 mL. Nach

Desinfektion findet keine Verschleppung der Keime statt.

Ein Vergleich zwischen den Ergebnissen bei den nicht konservierten Cremes
(Abbildung 4-6 und Abbildung 4-7) sowie bei den konservierten Cremes (Abbildung
4-8 und Abbildung 4-9) zeigt, dass der Zusatz eines antimikrobiell wirksamen Stoffes
zur Wasserphase der Cremes die Verschleppung von Keimen bei der Entnahme aus
Tuben zunachst nicht beeinflusst. Dies ist darauf zurtckzufuhren, dass der
antimikrobiell wirksamen Substanz, die in der Oberflache nur in geringer Menge zur
Verfligung steht, nicht geniigend Zeit gegeben wird, ihre zellschadigende Wirkung

auf die Keime auszuliben.

Der Vergleich der Anzahl kontaminierter Cremestrange nach 24-stiindiger Lagerung
(Abbildung 4-10 und Abbildung 4-11) und sofortiger Untersuchung (Abbildung 4-8
und Abbildung 4-9) offenbart eine eindeutige Verminderung bei den Proben, die ohne
Desinfektion genommen werden. Die Reduktion bei den nicht konservierten Cremes
lasst sich durch das Verdunsten des Wassers der Keimsuspension erklaren, wodurch
die Uberlebensmdglichkeiten fiir die Keime reduziert werden. Bei allen konservierten
Cremes kann keine Verschleppung der Keime beobachtet werden, was darauf
zurtckzufihren ist, dass das antimikrobiell wirksame Propylenglycol (WallhauRRer
1995) zusatzlich zu den ungunstigen Uberlebensbedingungen innerhalb der

24-stindigen Lagerung seine Wirkung entfalten kann.

4.3 Durchwachsen von Keimen durch Olschichten

Im Zusammenhang mit dem Hygienerisiko von lipophilen Cremes ist es von grof3em
Interesse, ob Keime in der Lage sind, durch die lipophile Phase von Tropfen zu
Tropfen zu wandern. Dies wird untersucht, indem eine Keimsuspension mit hoher
Keimzahl von ca. 5*10° KBE/mL auf eine diinne Olschicht (100-200 pm) aufgebracht
wird. Auf der Gegenseite der Membran werden eventuell durchgewachsenen Keimen
mit CaSo-Boullion optimale Lebensbedingungen gestellt, wie in Kapitel 3.10
beschrieben.
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Untersucht werden die Ole, welche Bestandteil der Fettphasen der in dieser Arbeit
verwendeten Cremes sind, sowie Ublicherweise in pharmazeutischen Zubereitungen
eingesetzte Ole unterschiedlicher Polaritaten, die aufgrund ihrer Oberflachen-

spannungen abgeschatzt werden (Halpern 1949).

AulRerdem werden die Fettphasen der in dieser Arbeit verwendeten Cremes, die
halbfeste Salben sind, untersucht. Die Salben unterscheiden sich in der
Zusammensetzung ihrer Kristalloide und damit im Aufbau ihrer inneren Struktur

(siehe Kapitel 2.3). Die Probenzahlen betragen jeweils n = 3.

Verwendete Ole:

Ol Oberflachenspannung

[MN/m] bei 20 €

— dickflussiges Paraffin 33,1
— mittelkettige Triglyceride (MCT) 33,4
— Erdnussal 35,5
— Rizinusal 39,0

Verwendete Fettphasen:
— Wollwachsalkoholsalbe
— Hydrophile Salbe
— Fettphase der nichtionischen hydrophilen Creme
— Fettphase der W/O-Creme

Eine nicht mit Olphase getrankte Trennmembran (PTFE, Porenweite 5 pm,
Membranstarke 100 um) kann von den Testkeimen in weniger als einem Tag

durchwachsen werden. Dies wurde in einem Vorversuch nachgewiesen.

Die aus dem Akzeptorkompartiment der Franz-Zellen gezogenen Proben sind bei
allen untersuchten Fettphasen zu allen Untersuchungszeitpunkten steril. Ein
Durchwachsen der Keime durch den Ol- oder Fettphasenfilm findet nicht statt. Eine

Untersuchung der Keimsuspension im Donorkompartiment wird bei allen
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Probenziigen mitgefuhrt und zeigt, dass in diesem Uber den gesamten

Untersuchungszeitraum Keime vorhanden sind.

Die Durchmesser von Mikroorganismen reichen von ca.0,2bis1um bei den
Bakterien bis zu ca. 2 bis 5 um bei den Pilzen (WallhauRer 1995). Ein Vergleich
dieser Dimensionen mit der Starke der zu Uberwindenden uberlebensfeindlichen
Schicht zeigt, dass die Mikroorganismen den Kontakt zur Wasserphase aufgeben
mussten, um durch die Schicht zu diffundieren, d.h. die Keime muissten eine
100 bis 200 um starke Lipidschicht, wie sie im beschriebenen Experiment vorliegt,

vollstandig ohne Kontakt zu Wasser Gberwinden.

4.4  Keimwachstum in lipophilen Cremes

Zur Beurteilung des Hygienerisikos einer halbfesten Zubereitung mit wassriger
Innenphase ist es zunachst wichtig, das Verhalten der Keime in diesen Cremes zu
betrachten. Hiermit kann abgeschatzt werden, welches Hygienerisiko von der

Keimbelastung der Creme nach der Herstellung ausgeht.

Um das Wachstumsverhalten von Keimen in einer dispersen wassrigen Phase zu
untersuchen, wird eine definierte Anzahl an Testkeimen gleichmal3ig auf die
Wasserphase der Creme verteilt. Das gleichmalige Verteilen der Testkeime in
halbfesten Zubereitungen ist aufgrund der hohen Viskositdt nicht einfach zu
gewahrleisten, da das Mischen erheblich erschwert ist. Um sicherzustellen, dass die
Keime gleichmafiig in der Zubereitung verteilt sind, werden diese vor der Herstellung
der Creme der Wasserphase zugefugt. Im Anschluss erfolgt das Mischen und
Homogenisieren der OI- und Wasserphase. Die Keime durchlaufen ihren
Vegetationszyklus dann in Abhangigkeit von den Wachstumsbedingungen in der
Wasserphase, wahrend die Creme gelagert wird. Die Lagerung erfolgt bei
Raumtemperatur unter Lichtschutz. Die Keimzahl wird unmittelbar nach der

Herstellung und zu definierten Zeitpunkten wéhrend 28 Tagen bestimmit.

Zur Bestimmung der Keimzahlen in den Cremes werden Verdinnungsreihen
hergestellt und geeignete Verdinnungen nach der ,Membranfiltermethode” Ph. Eur.
2.6.12 (EAB 2011) auf Agarplatten gegeben. Die Anzahl der Spilvorgdnge bei der
Membranfiltration wird auf einen reduziert. Als Verdinnungsmedium wird

NaCl-Pepton-Puffer verwendet, dem zum Brechen der W/O-Emulsion 0,5 %



4. Ergebnisse und Diskussion 53

Polysorbat 80 zugegeben ist. Sowohl fir die Reduzierung der Spulvorgange als auch
fur den Zusatz von Polysorbat 80 wird eine Methodenvalidierung durchgefinhrt.

4.4.1 Methodenvalidierung zur Membranfiltration

4.4.1.1 Einfluss von Polysorbat 80 auf das Keimwachstum auf Agarplatten

Da Polysorbat 80 in hoheren Konzentrationen einen antimikrobiellen Effekt aufweisen
kann (Naraifumi, Hajime et al. 2002), soll geklart werden, ob bereits der Zusatz von
0,5 % Polysorbat 80 einen Einfluss auf das Wachstum der Testkeime auf den

Agarplatten bei der Membranfiltrationsmethode hat.

Dazu werden Keimsuspensionen der beiden Testkeime mit Keimzahlen von ca.
5+*10° KBE/mL hergestellt und diese in Verdiinnungsreihen auf ca. 50 KBE verdunnt.
Als Verdunnungsmedium wird NaCl-Pepton-Puffer verwendet, dem in einer der
beiden Versuchsreihen 0,5 % Polysorbat 80 zugesetzt ist. Die Proben der hdchsten
Verdinnungsstufe werden zur Keimzahlbestimmung auf Membranfilter aufgebracht,

diese werden funf Tage lang auf Agarplatten bebritet.

80

70

30 -

E. coliohne E. colimit Cand. alb. ohne  Cand. alb. mit
Polysorbat 80 Polysorbat 80 Polysorbat 80 Polysorbat 80

Abbildung 4-12: Einfluss von 0,5 % Polysorbat 80 im Verdiinnungsmedium auf

Keimwachstum (n = 3, Fehlerbalken = Standardabweichung)
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Abbildung 4-12 zeigt die ausgezéhlten Keimzahlen der jeweils gleichen Testkeime
mit und ohne Zusatz von Polysorbat 80. In Tabelle 4-6 sind die Ausgezahlten
Keimzahlen und deren Varianzen aufgefuhrt. Tabelle 4-7 zeigt die F-Werte im
Vergleich zu den entsprechenden Tabellenwerten des Tests auf Varianzhomogenitat.
Die Varianzen sind mit Gleichung 3-1 und die F-Werte mit Gleichung 3-2 wie in
Kapitel 3.11 dargestellt berechnet.

Tabelle 4-6: Varianzen der Keimzahlen mit und ohne Zusatz von Polysorbat
Testkeim E. coli Cand. alb.
Polysorbat 80 + - + -
Probe 1 66 65 59 58
Probe 2 61 67 53 61
Probe 3 69 59 58 54
Varianz 10,89 11,56 6,89 8,22

Tabelle 4-7: F-Werte des Test auf Varianzhomogenitéat mit und ohne Zusatz von

Polysorbat 80
Vergleich mit und ohne Zusatz Tabellenwert
von 0,5 % Polysorbat 80 (p=0,01) (n=23)
Eschericha coli 1,06 99,0
Candida albicans 1,19 99,0

Die F-Werte liegen fur die Vergleiche beider Testkeime unter dem tabellierten F-Wert.
Der Test auf Varianzhomogenitat zeigt damit keinen signifikanten Unterschied der
Ausgezahlten Keimzahlen. Daraus lasst sich ableiten, dass der Zusatz von 0,5 %
Polysorbat 80 zum Verdinnungsmedium NaCl-Pepton-Puffer sich nicht auf das
Keimwachstum bei der Keimzahlbestimmung auswirkt. Die mit dieser Methode
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bestimmten Keimzahlen kénnen daher fir die Auswertung der Untersuchungen

herangezogen werden.

4.4.1.2 Reduktion der Anzahl der Spilvorgénge beid  er Membranfiltration

Die Membranfiltration wird in Anlehnung an das Kapitel ,Mikrobiologische Prifung
nicht steriler Produkte: Zahlung der gesamten vermehrungsfahigen Keime* Ph. Eur.
2.6.12 (EAB 2011) durchgefuhrt. Die Prifung sieht vor, dass nach Aufbringen der mit
Keimen kontaminierten Probe auf ein Membranfilter dreimal mit einem geeigneten
Medium gespult wird. Die Methode sieht allerdings auch vor, dass die Anzahl von

drei Spulvorgadngen reduziert werden kann, wenn dies entsprechend validiert wird.

Die Anzahl der Spulvorgadnge wird in getrennten Untersuchungsreihen auf einen und
zwei reduziert, um zu Uberprifen, ob sich damit die gleichen Keimzahlen bestimmen

lassen.

Dazu werden Keimsuspensionen mit Keimzahlen von ca. 5*10° KBE/mL hergestellt.
Durch Verdinnungsreihen werden Keimsuspensionen mit ca. 50 KBE erhalten, die
jeweils auf einen Membranfilter einer dreifachen Membranfiltrationseinheit
aufgebracht werden. Je einer der drei Membranfilter wird einmal, zweimal oder
dreimal mit 100 mL NaCl-Pepton-Puffer gespult und im Anschluss zur Bebritung auf
eine Agarplatte Uberfuhrt. Pro Testkeim werden drei unabhéngig voneinander
hergestellte Keimsuspensionen untersucht, mit denen je drei Untersuchungsreihen

durchgefuhrt werden. Daraus resultiert eine Probenzahl von n = 9.

Die Keimzahl der eingesetzten Keimsuspensionen kann nicht standardisiert werden.
Daher wird bei jeder Untersuchungsreihe die Ausgangskeimzahl bestimmt und die
spater erhobenen Keimzahlen als Verhaltniszahlen zu diesen angegeben. D. h. die in
den Tabellen aufgefihrten Werte geben an, wie viel Prozent der Ausgangskeimzahl

bei der jeweiligen Untersuchung nachgewiesen werden.

In Tabelle 4-8 sind die relativierten Keimzahlen und deren Varianzen innerhalb einer
Gruppe mit gleicher Behandlung aufgefthrt.
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Tabelle 4-8:

Keimzahlen bei unterschiedlicher Anzahl der Spulvorgéange, relativiert zum

Mittelwert der Probenbestimmung

Spulvorgange 1 2 3 1 2 3
Testkeim E. coli Cand. alb.
Probe 1-1 100,82 97,67 102,38 100,00 99,17 100,86
Probe 1-2 103,28 102,33 104,76 105,13 96,69 106,03
Probe 1-3 95,90 100,00 92,86 94,87 104,13 93,10
Probe 2-1 100,00 120,73 103,33 100,00 107,61 108,14
Probe 2-2 110,34 84,15 96,67 109,68 94,57 101,16
Probe 2-3 89,66 95,12 100,00 90,32 97,83 90,70
Probe 3-1 100,82 97,67 102,38 104,03 95,24 103,20
Probe 3-2 103,28 102,33 104,76 101,61 104,76 103,20
Probe 3-3 95,90 100,00 92,86 94,35 100,00 93,60
Varianz 33,81 90,82 22,62 36,33 20,77 37,54
Tabelle 4-9: F-Werte des Test auf Varianzhomogenitét bei unterschiedlichen Anzahlen

der Spllvorgéange

Escherichia coli

Candida albicans

Vergleich ein Spilvorgang Vergleich ein Spilvorgang

gegenuber

zwei Spulvorgangen

gegenuber

drei Spilvorgangen

Tabellenwert

(p=0,01)

(n =jeweils 9)

6,09

6,09

Die F-Werte liegen sowohl beim Vergleich von einem zu zwei Spilvorgdngen als

auch beim Vergleich von einem zu drei Spulvorgangen bei beiden untersuchten

Testkeimen unter dem tabellierten F-Wert (Tabelle Tabelle 4-9). Die bestimmten

Keimzahlen in den Untersuchungsgruppen unterscheiden sich damit nicht signifikant.
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Damit ist der dokumentierte Nachweis erbracht, dass die Methode auch bei nur
einem einzigen Spulvorgang zu einem wahren Ergebnis fuhrt, d. h. die Methode ist

als validiert anzusehen.

Die Anzahl von nur einem Spulvorgang bei der Membranfiltration kann unter den
gewahlten Bedingungen fur die hier vorliegenden Untersuchungen angewandt

werden.

4.4.2 Keimzahlentwicklung in der Wasserphase

Falls sich Keime in der Innenphase einer nicht steril hergestellten lipophilen Creme
vermehren konnen, ist ein Zusatz von Konservierungsmittel unerlasslich. Findet
jedoch keine Vermehrung der Keime statt, ist fir das Hygienerisiko in erster Linie die

Keimbelastung nach der Herstellung maf3geblich.

Nach dem europaischen Arzneibuch wird das Hygienerisiko anhand der ,Prifung auf
ausreichende Konservierung“ Ph. Eur. 5.1.3 (EAB 2011) bestimmt (die Prifung wird
auch als ,Konservierungsmittelbelastungstest* (KBT) bezeichnet). Die
Untersuchungen zur Entwicklung der Keimzahlen in der Wasserphase in lipophilen
Cremes werden in Anlehnung daran durchgefuihrt. Der KBT wird jedoch dahingehend
abgewandelt, dass die Testkeime nicht der Creme untergemischt werden, sondern
schon vor der Herstellung in der Wasserphase verteilt werden, um eine gleichméafRiige

Verteilung zu gewabhrleisten.

Die Wasserphasen der WWAS und W/O-Creme werden mit Suspensionen der
Testkeime beimpft, so dass eine Keimbelastung von ca. 5*10% KBE/mL Creme
resultiert. Die genaue Keimzahl wird direkt nach der Herstellung durch
Verdinnungsreihen und Membranfiltration bestimmt. Die Proben werden
lichtgeschitzt bei Raumtemperatur gelagert. Weitere Probenziige zur

Keimzahlbestimmung erfolgen, analog des KBT, an den Tagen 2, 7, 14 und 28.

Tabelle 4-10 Zeigt die Keimzahlen in den untersuchten Cremes.
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Tabelle 4-10: Keimzahlen in lipophilen Cremes nach Beimpfung mit Testkeimen

WWAS
Testkeim E.c. C.a. E.c. C.a. E.c. C.a. E.c. C. a. E.c. C.a.

Tag 0 2 7 14 28

Probe 1 120 29 48 38 46 21 27 7 5 4

Probe 2 112 32 60 36 24 17 22 4 6 7

Probe 3 119 24 39 50 24 14 21 9 4 6

Mittelwert 117 28 49 41 31 17 23 7 5 6
W/O-Creme

Testkeim E.c. C.a. E.c. C.a E.c. C.a. E.c. C. a. E.c. C.a.

Tag 0 2 7 14 28
Probe 1 81 98 39 81 19 39 14 18 4 7
Probe 2 77 102 36 76 22 45 10 16 5 4
Probe 3 82 103 40 82 17 38 11 12 4 5
Mittelwert 80 101 38 80 19 41 12 15 4 5
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Abbildung 4-13: Keimzahlentwicklung von E. coli in lipophilen Cremes; halblogarithmische

Darstellung, (n = 3)
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Abbildung 4-14: Keimzahlentwicklung von Cand. alb. in lipophilen Cremes;

halblogarithmische Darstellung, (n = 3)

Die Keimzahlen nehmen Uber den Untersuchungszeitraum sowohl nach Beimpfung
mit E. coli (Abbildung 4-13) als auch nach Beimpfung mit Cand. alb. (Abbildung
4-14), stetig ab, obwohl keiner der beiden Formulierungen Konservierungsmittel
zugesetzt wurden. Die Reduktion der Keimzahl in den W/O-Cremes entspricht jedoch
nicht den im KBT geforderten log-Reduktionsstufen, weder das Kriterium A noch das
schwachere Kriterium B konnen erfullt werden. Ein eindeutiger Unterschied der
Keimzahlreduktionen ist weder zwischen den beiden untersuchten Rezepturen noch

zwischen den Testkeimen zu sehen.

Aus diesen Untersuchungen lasst sich erkennen, dass sich die beiden Testkeime in
der Wasserphase der lipophilen Cremes nicht vermehren. Da diese offensichtlich
keine geeigneten Lebensbedingungen vorfinden, nimmt ihre Anzahl stetig ab. Keime
die in eine Wasserphase eingebracht werden, vermehren sich offensichtlich nicht
zwangslaufig. Dies steht im Gegensatz zu der Ublichen Auffassung, die in vielen
Lehrbtchern (Schoffling 1998; Bauer, Fromming et al. 2006; Voigt 2010) und im NRF
(NRF 2010) vertreten wird.
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4.5 Einwachsen von Keimen in halbfeste Zubereitunge n

Bei der Entnahme einer halbfesten Zubereitung aus einer Tube oder Kruke wird
deren Oberflache mit Hautkeimen kontaminiert. (Roth & James 1989). Um dieses
Hygienerisiko zu beurteilen, werden Keime auf die Oberflache von halbfesten
Zubereitungen aufgetragen. Es wird untersucht, ob die Keime im Inneren der

Zubereitung wiedergefunden werden.

4.5.1 Entwicklung der Untersuchungsstrategie zum Ei nwachsen von Keimen
in halbfeste Zubereitungen

Zur Charakterisierung des Eindringens von Keimen ins Innere einer halbfesten
Zubereitung, nachdem diese auf die Oberflache aufgebracht wurden, bedarf es einer
geeigneten Untersuchungsstrategie. Diese muss gewahrleisten, dass eine
ausreichend grof3e Oberflache der Zubereitung mit hohen Keimzahlen in Kontakt
gebracht und Uber einen langeren Zeitraum gelagert werden kann. Des Weiteren
muss eine Probe aus dem Inneren der Zubereitung entnommen werden kdnnen,
ohne dass dabei eine Schmierinfektion durch Keime an der Oberflache erfolgt. In der
Probe nachgewiesene Keime dirfen ausschliel3lich durch Wachstum oder Diffusion

wahrend der Lagerung ins Innere der Zubereitung gelangt sein.

Ein Modell, das fir solche Untersuchungen geeignet ist, stellt eine Einmalspritze dar,
die teilweise mit der Zubereitung und teilweise mit einer Keimsuspension befullt ist,
zwischen denen sich eine Grenzflache ausbildet. In die Spritzenwand ist ein Loch
gebohrt, durch das eine Probe aus dem Inneren der Zubereitung entnommen werden

kann.

Als Primarpackmittel kommen sterile Einmalspritzen zum Einsatz, die aus
Polypropylen und Isopren bestehen und daher autoklavierbar sind. Diese werden zu
vier FUnfteln mit der Zubereitung beflllt, das verbleibende Volumen zur Beimpfung
wird mit Keimsuspension aufgefullt. Die Grenzflache zwischen Zubereitung und
Keimsuspension soll dabei mdglichst plan sein, um einerseits ihre Grof3e und
andererseits den Abstand zwischen Grenzflache und dem Probennahmeort

maoglichst exakt definieren zu kénnen.

Abbildung 4-15 zeigt ein an den praktischen Gegebenheiten orientiertes Modell zur

Umsetzung der Anforderungen, bei dem zunachst die Zubereitung eingefillt und
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danach durch das Ansatzstick die Keimsuspension auf die Oberflache aufgetragen
wird. Zum Probenzug wird bei diesem Modell die Keimsuspension durch das
Ansatzstick quantitativ entfernt. Danach werden auch die Proben durch das

Ansatzstick herausgedruckt.

halbfeste
Zubereitung

\ Keimsuspension

Abbildung 4-15: Modell fir Durchwachsungstests in Einmalspritzen

Dass beim Ausdricken Keime verschleppt werden, ist in Kapitel 4.2.2 beschrieben.
Daher ist das Entnehmen der Keimsuspension und der Proben aus derselben
Offnung des Primarpackmittels auszuschlieRen. Des Weiteren ist es nicht moglich,
die Spritze mit einer halbfesten Zubereitung so zu befillen, dass eine plane
Oberflache entsteht. Beim Befillen durch das Ansatzstlck haftet die Zubereitung an
der Wand und lasst sich nicht gleichméafig mit dem Stempel nach unten ziehen.
Wenn der Kolben entnommen wird und die Spritze von der Ruckseite mit
Zubereitung befillt wird, entsteht eine abgerundete Oberflache, die einen tiefen Spalt

zwischen Oberflache und Spritzenwand entstehen lasst (Abbildung 4-16).

Abbildung 4-16: Spritze von hinten mit Zubereitung beflllt, Raum fur Keimsuspension mit

Fluorescin-Na-L6sung geflillt
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Aus den Vorversuchen zur Befullung und Probennahme mit dem gezeigten
Versuchsmodell ergibt sich, dass die Zubereitung in den vorderen Teil der Spritze
eingefullt werden muss, um die Keimsuspension zwischen der Oberflache und dem
Kolben einzubringen. Die Probenentnahme sollte durch ein Bohrloch in der
Spritzenwand erfolgen. Diese Anforderungen erfiillt das in Abbildung 4-17 gezeigte
Modell.

Bohrloch

halbfeste
Zubereitung

Keimsuspension/

Abbildung 4-17: Schematische Darstellung einer Spritze, die von der Rickseite beflllt wird
und ein Bohrloch in der Wand enthalt, durch das der Probenzug erfolgen

kann

Die plane Oberflache lasst sich erzeugen, indem die Zubereitung aus einer weiteren
Spritze beflllt wird, auf die Uber einen Luer-Lock-Adapter ein Stick Silikonschlauch
aufgebracht ist (Abbildung 4-18). Der Aufiendurchmesser des Silikonschlauches ist

geringflgig kleiner als der Innendurchmesser der zu beflllenden Spritze.

Abbildung 4-18: Beflllen der Spritze Uber einen Silikonschlauch
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Die Grof3e der Oberflache und damit auch die Kontaktflache zwischen Zubereitung
und Keimsuspension ergibt sich aus dem Innendurchmesser der Spritze. Sie betragt
bei den verwendeten 5 mL-Spritzen 1,13 cm=.

Um den Kolben nach dem Befiillen wieder einsetzen zu koénnen, muss eine
Entluftung erfolgen. Dies wird durch eine Kanule gewahrleistet, mit der der Kolben
durchstochen wird. Durch eine zweite Kanule wird die Keimsuspension eingefullt
(Abbildung 4-19).

Abbildung 4-19: Spritze mit durchstoBenem Kolben zum Entliften und Befiullen mit

Keimsuspension

Das Bohrloch zur Probenentnahme hat denselben Durchmesser wie das Ansatzstick
einer Luer-Spritze (Abbildung 4-20), mit der der Probenzug erfolgen soll. Das
Bohrloch sollte so nah wie moglich an der kontaminierten Zubereitungsoberflache
liegen, um auch das Eindringen von Keimen Uber geringe Entfernungen nachweisen
zu konnen. Der Abstand des Bohrloches zur kontaminierten Oberflache darf
andererseits auch nicht zu gering sein, damit beim Probenzug keine Anteile der
Keime an der Grenzflache angesaugt werden.
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Abbildung 4-20: Spritze mit Bohrloch in der Spritzenwand

Da der notwendige Abstand vom FlieRverhalten der Zubereitung und den
Druckverhéltnissen in der Spritze abhangig ist, muss dieser durch Untersuchung
unterschiedlicher Zubereitungen ermittelt werden. Dazu wird der Keimsuspension
Fluorescein-Na 0,005 % zugesetzt und der Abstand zwischen Bohrlochrand und
Zubereitungsoberflache von 0 mm bis 7,2 mm in 1,8 mm Schritten (entspricht 0,2 mL
auf der Spritzenskalierung) variiert. In einer Versuchsreihe verbleibt die angefarbte
Keimsuspension wahrend der Entnahme der Proben in der Spritze, bei einer
weiteren wird diese vor dem Probenzug entnommen. Die Proben von jeweils 0,1 mL
werden auf eine Glasplatte aufgebracht, mit UV-Licht angestrahlt und fotografiert
(Abbildung 4-21). Proben, bei denen die Keimsuspension mit angesaugt wurde,

zeigen starke Fluoreszenz.

Abbildung 4-21: Durch das Bohrloch enthommene Proben
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Die Untersuchungen zur grol3tmaglichen Anndherung des Probennahmeortes an die
Zubereitungsoberflache werden mit WWAS, W/O-Creme, WHS, NHC und Guar-Gel
durchgefuhrt.

Tabelle 4-11: Abstand zwischen Zubereitungsoberflache und Bohrlochrand, bei dem

noch keine Fluorescein-Lésung angesaugt wird (héchster Wert aus n=3)

WWAS W/O WHS NHC GG
Fluorescein- 3,6 mm 5,4 mm 1,8 mm 3,6 mm 5,4 mm
Ldsung nicht
entnommen
Fluorescein- 1,8 mm 1,8 mm 1,8 mm 1,8 mm 1,8 mm
LOosung
entnommen

Tabelle 4-11 zeigt, dass die Fluorescein-L6sung, abhangig von der Zubereitung, bei
unterschiedlichen Abstanden der Oberflache zum Bohrloch angesaugt wird. Wird
jedoch die Fluorescein-Losung grofdtenteils vor dem Probenzug entnommen,
verringert sich der Abstand bei allen untersuchten Zubereitungen auf 1,8 mm. Die
Entnahme der LAsung ist somit sinnvoll, da dies unabhangig von der Zubereitung
eine Untersuchung des Eindringens von Keimen auch Uber sehr kurze Strecken
ermaglicht.

Um die Sicherheit, keine Uberlebensfahigen Keime anzusaugen, zu erhdhen, wird
nach der Entnahme der Keimsuspension zur Desinfektion Isopropanol 70% (m/m) in
das Beimpfungskompartiment eingefullt und nach einer Einwirkzeit von 30 min

wieder entnommen.

Das Volumen der Keimsuspension betrdgt 1 mL. Die eingebrachte Keimsuspension
soll mdglichst tUber den gesamten Untersuchungszeitraum eine gleichmafig hohe
Keimzahl enthalten, damit eine konstante Keimbelastung der Cremeoberflache
gewahrleistet ist. Um dies sicherzustellen, wird die Entwicklung der Keimzahlen von
Keimsuspensionen mit einem Volumen von 1 mL, die anfanglich ca. 5*10° KBE

enthalten, Uber acht Wochen untersucht. Der Probenzug erfolgt alle vier Tage.
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Abbildung 4-22: Keimzahlentwicklung in der Beimpfungssuspension wahrend der Lagerung

Abbildung 4-22 zeigt, dass die Keimzahlen in den ersten Tagen der
Lagerungsperiode um ca. zwei Zehnerpotenzen ansteigen und dann Uber den

gesamten Lagerungszeitraum konstant bleiben.

4.5.2 Einwachsen von Keimen in Hydrogele

Das Wachstumsverhalten von Keimen, die auf die Oberflache von Hydrogelen
aufgebracht werden, wird mit Guar-Gel und Hypromellose-Gelen untersucht. Das
verwendete Guar-Gel enthélt 5% Guarkernmehl. Die eingesetzten HPMC-Gele
enthalten einen Gelbildneranteil von 2 %, 5 % oder 10 %. Diese unterscheiden sich
in ihrer Konsistenz, bedingt durch einen unterschiedlich ausgepragten

konzentrationsabhangigen Strukturaufbau (Jumel, Harding et al. 1996).

In allen untersuchten Proben des Guar-Gels lassen sich Keime nachweisen. Ein
Einwachsen der Keime in das Gel findet schon nach kurzer Lagerung statt. Dieses
rasche Keimwachstum ist darauf zurtickzufiihren, dass die Polysaccharidketten des
Gel-Geristes den Keimen als Substrat dienen (Robinson, Ross-Murphy et al. 1982;
Tomlin, Edwards et al. 1986; Rubinstein & Glikokabir 1995). Somit ist der Nachweis
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erbracht, dass das Einwachsen von Keimen in halbfeste Zubereitungen unter den

gewahlten Untersuchungsbedingungen prinzipiell mdglich ist.

Bei der Untersuchung der HPMC-Gele ergibt sich ein differenziertes Bild. Das
Verhalten der Keime, die auf die Oberflache der HPMC-Gele aufgebracht werden, ist
abhangig von der Konzentration des Gelbildners. In den Gelen mit 2 % und 5 %
HPMC werden ab der ersten Probennahme Keime nachgewiesen. Die Keime finden
in diesen Gelen offensichtlich ausreichend gute Lebensbedingungen vor und kénnen
sich in der zusammenhangenden Wasserphase ungehindert verbreiten. Die Proben
des zehnprozentigen HPMC-Gels sind jedoch alle steril; ein Einwachsen findet nicht
statt. Dass die Keime in diesem Gel im Unterschied zu den niedriger konzentrierten
HPMC-Gelen nicht wachsen, ist darauf zuritickzufiihren, dass der Gelbildner ein
Netzwerk bildet dessen Maschenweite so gering ist (Keary 2001), dass die Keime es
nicht durchdringen kénnen. Ob das Eindringen der Keime durch Einwachsen oder
durch passive Diffusion stattfindet, lasst sich im Rahmen der Untersuchungen dieser
Arbeit nicht unterscheiden. Dies ist fur die Anwendung halbfester Zubereitungen
jedoch ohnehin nicht von Belang, da es alleine darauf ankommt, welche Anzahl an

Keimen in einer applizierten Menge vorliegt.

Ob Keime nach oberflachlichem Kontakt in den Hydrogelen gefunden werden, ist
zum einen davon abhangig, ob die Keime das Gelgerist abbauen kénnen, und zum

anderen davon, ob die Maschenweite des Gel-Geriistes ein Durchdringen zulasst.

4.5.3 Einwachsen von Keimen in Emulsionen

Die Untersuchungen zum Eindringen von Keimen in Emulsionen wurden mit
Hydrophiler Basisemulsion durchgefihrt, deren Wasserphase zum Strukturaufbau
2 %, 5 % oder 10 % HPMC zugesetzt wurde (Jumel, Harding et al. 1996).

Alle Proben der Emulsionen, die keine, 2 oder 5 % HPMC enthielten, waren unsteril.

Alle Proben der Basisemulsion, die mit 10 % HPMC in der Wasserphase verdickt
waren, erwiesen sich hingegen als steril. Analog zum gezeigten Wachstum der
Keime in HPMC-Gelen findet auch in den mit HPMC verdickten Emulsionen das

Keimwachstum abhangig von der Dichte der Netzwerkstruktur statt.



68 4. Ergebnisse und Diskussion

4.5.4 Einwachsen von Keimen in Cremes

Fur die Untersuchungen zum Wachstumsverhalten der auf Oberflachen von Cremes
aufgetragenen Keime werden je zwei hydrophile und lipophile Cremes verwendet.
Die hydrophilen Cremes sind Wasserhaltige hydrophile Salbe und Nichtionische
hydrophile Creme. Die lipophilen Cremes sind Wasserhaltige Wollwachsalkoholsalbe
und W/O-Creme.

Alle aus den gelagerten Cremes entnommenen Proben sind unabhangig von der
Phasenlage der Creme steril. Ein Eindringen der Keime ins Innere der untersuchten

Cremes findet trotz Abwesenheit konservierender Zusatze nicht statt.

Um die Wachstumsbedingungen fir die Keime noch mehr zu optimieren, werden
zusatzlich Untersuchungen mit Cremes durchgefuhrt, in denen das Wasser durch
CaSo-Bouillon ersetzt ist. Die Proben aus diesen Cremes sind ebenfalls alle steril,

was wiederum darauf hinweist, dass kein Eindringen von Keimen stattfindet.

Ein Einwachsen von Keimen, die z.B. bei der Entnahme aus dem Primarpackmittel
auf die Oberflache halbfester Zubereitungen gelangen, wird bis dato in Abhangigkeit
von der Phasenlage erwartet. Bei lipophilen Cremes mit disperser Wasserphase wird
ein geringes Hygienerisiko erwartet. Ist jedoch die aulRere Phase wassrig, so wird
damit gerechnet, dass sich Keime nach oberflachlicher Kontamination gut darin
vermehren. Die Konsequenzen aus dieser Lehrmeinung zum Hygienerisiko
halbfester Zubereitungen spiegeln sich z.B. im Neuen Rezeptur Formularium in den
dort empfohlenen Aufbrauchfristen fur Rezepturarzneimittel wider (NRF 2010). Die
vorliegenden Untersuchungen stitzen diese pauschale Bewertung jedoch nicht, da
ein Einwachsen oder eine Diffusion von Keimen selbst bei Zubereitungen mit
zusammenhangender Wasserphase nur in Einzelféallen zu beobachten ist. Ob dabei
Keime ins Innere einer kontaminierten Zubereitung durch Einwachsen oder Diffusion
gelangen, lasst sich anhand des Versuchsdesigns nicht unterscheiden. Allerdings ist
die Kenntnis des zugrundeliegenden Mechanismus auch kaum relevant, da fur die
mikrobiologische Qualitat der Produkte alleine entscheidend ist, ob Keime in das

Produkt gelangen kénnen oder nicht.

In lipophilen Cremes findet erwartungsgemal3 ein Einwachsen der Keime nicht statt,
da diese die 6lige AuRenphase durchdringen missten, um von einem Wassertropfen
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zum anderen zu gelangen. Dies wird zum einen dadurch praktisch unmdglich, dass
Keime in der kontinuierlichen Lipidphase nicht Uberleben kénnen (Schlegel 1992),
und dass zum anderen die gelierte Aul3enphase der Cremes eine mechanische
Barriere bildet (Junginger 1992). Dies konnte sowohl an der Wasserhaltigen
Wollwachsalkoholsalbe als auch an der wollwachsalkoholfreien lipophilen Creme mit
hohem Wassergehalt gezeigt werden. Offensichtlich reicht der bei 75 %
Innenphasenanteil verbleibende dinne Lipidfiim (ca.5-20 um) zwischen den

einzelnen Tropfen aus, um ein geringes Hygienerisiko zu gewahrleisten.

In hydrophilen Cremes bestatigt sich die Erwartungshaltung nicht. Ein Eindringen der
Keime ins Innere der untersuchten Cremes findet selbst unter optimierten

Wachstumsbedingungen nicht statt.

In der Wasserhaltigen hydrophilen Salbe bildet Emulgierender Cetylstearylalkohol ein
lamellares flussigkristallines Netzwerk in der Wasserphase aus (Abbildung 4-23),

dessen Netzebenenabstand nur ca. 20 nm betréagt (Junginger 1992).
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Abbildung 4-23: Struktureller Aufbau der WHS (Junginger 1992); (a) flussigkristallines,
lamellares Gelgerust aus emulgierendem Cetylstearylalkohol;
(b) interlamellar fixiertes Wasser; (c) Cetylstearylalkohol-Semihydrat-

Gelgerust; (d) Bulkwasserphase; (e) lipophile, disperse Phase
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Damit ist das Netzwerk um den Faktor zehn engmaschiger als das in der Ph. Eur. zur
Bakterienfiltration vorgeschriebene Filtermaterial (0,22 um). Da selbst kleine Keime
durch diese Filter zurlickgehalten werden (EAB 2011), ist es wenig verwunderlich,
dass die um den Faktor zehn kleineren Strukturen der WHS das Einwandern von
Keimen wirksam verhindern. Ein vergleichbarer struktureller Aufbau ist bei den
meisten Cremes zu finden, deren Konsistenz auf ein lamellares Gelgertist aus einem
hydrophilen Emulgator und einem GerUstbildner (z.B. Cetylstearylalkohol)
zuruckzufihren ist. So auch bei der Nichtionischen hydrophilen Creme, wodurch sich
erklaren lasst, dass auch bei dieser kein Durchwachsen von Keimen beobachtet

wird.



5 Abschlussdiskussion

Halbfeste Zubereitungen kommen bei der gebrauchsiblichen Entnahme aus der
Primarverpackung unvermeidlich mit der Haut des Anwenders in Kontakt. Dabei kann
es zu einer oberflachlichen Kontamination der Zubereitung durch Hautkeime
kommen. Entsprechend den Anforderungen des europaischen Arzneibuchs darf der
Keimgehalt von Dermatika einen Grenzwert von 200 aeroben Bakterien und 20
Hefen und Schimmelpilzen je Gramm oder Milliliter Zubereitung nicht Uberschreiten.
Allein durch die oberflachliche Kontamination bei der Entnahme ist nicht davon
auszugehen, dass eine zuvor keimfreie Zubereitung von mindestens einem Gramm
den geforderten Grenzwert Gberschreitet, da von der Fingerkuppe maximal 200 KBE
auf das Produkt Ubertragen werden (Wallh&uf3er 1995). Die Situation wirde sich aber
grundlegend &ndern, wenn die oberflachlich Ubertragenen Keime sich auf oder in der
Formulierung vermehren. Die Gefahr, dass dies passiert, wird als Hygienerisiko

bezeichnet.

Die bisherige Lehrmeinung geht davon aus, dass Cremes mit kontinuierlicher
Wasserphase einem hohen Hygienerisiko ausgesetzt sind. Bei Cremes mit disperser
Wasserphase wird das Hygienerisiko als geringer eingestuft, aufgrund des
enthaltenen Wassers wird jedoch grundsatzlich von einem gewissen Risiko
ausgegangen. Die Lehrmeinung spiegelt sich auch in den Aufbrauchfristen, die das
NRF fur halbfeste Zubereitungen empfiehlt, wider (NRF 2010). Allerdings gibt es zum
tatséachlichen Hygienerisiko unkonservierter  Cremes  kaum publizierte

Untersuchungen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, das Hygienerisiko nicht konservierter

Cremes systematisch zu untersuchen.

In Cremes, denen ein Konservierungsmittel zugesetzt ist, besteht dessen Funktion
darin, eingebrachte Keime in ihrem Wachstum zu hemmen. Es darf jedoch nicht dazu
dienen, eine schlechte mikrobiologische Qualitat, die aus der Herstellung resultiert,
auszugleichen. Dies ist im Einleitungssatz der ,Prufung auf ausreichende
Konservierung® Ph. Eur. 5.1.3 (EAB 2011) definiert und zeigt die grundlegende
Zielsetzung des EAB zur Beherrschung der Keimzahlen in Arzneimitteln auf. Des
Weiteren schreibt das EAB im Kapitel ,Mikrobiologische Qualitat nicht steriler
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Produkte” Ph. Eur. 5.1.4 (EAB 2011) fur Zubereitungen zur Anwendung auf der Haut
eine Keimzahl von hochstens 2*102 KBE aerober Bakterien und 2*10' KBE Pilzen
oder Sporen je Gramm oder Milliliter Zubereitung vor. In der vorliegenden Arbeit wird
mit ausgewahlten Testkeimen untersucht, ob die geforderten Kriterien des EAB auch
ohne den Einsatz von Konservierungsmitteln erfillt werden kodnnen. Einen
Anhaltspunkt dafir, dass dies moglich sein misste, zeigt die Tatsache, dass es
konservierungsmittelfreie Pflegecremes gibt, die in Dosen verpackt sind und daher
einem hohen Hygienerisiko ausgesetzt sein mussten. Bei diesen Produkten zeigt
sich jedoch auch bei Lagerung unter gunstigen Wachstumsbedingungen fur die
Mikroorganismen kein sichtbarer Verderb, z.B. das Wachstum von Schimmelkulturen

an der Entnahmestelle, wie es aufgrund der Lehrmeinung zu erwarten ware.

Um das Hygienerisiko von Cremes beurteilen zu kdnnen, missen im Wesentlichen

zwei Faktoren betrachtet werden:

1. Welches Wachstumsverhalten zeigen Keime, die in der Wasserphase einer

Creme verteilt sind?

2. Welches Wachstumsverhalten zeigen Keime, die auf der Oberflache einer
Creme aufgebracht werden, insbesondere im Hinblick auf deren Eindringen in

das Innere der Creme?

Aus der Kombination dieser beiden Faktoren lasst sich dann das Hygienerisiko einer

individuell untersuchten Creme bestimmen.

Das Wachstumsverhalten der gewahlten Testkeime im Inneren von Cremes wird mit
lipophilen Cremes untersucht, deren Wasserphase als Tropfen in der Fettphase
verteilt ist. In der Wasserphase dieser Cremes sind keine stabilisierenden Strukturen
aufgebaut. Die Tropfen stellen hier voneinander getrennte Lebensrdume fir die
Keime dar. Die Anzahl der gleichmalig auf die Wasserphase verteilten Keime nimmt
— trotz der Abwesenheit von Konservierungsmitteln — Uber den
Untersuchungszeitraum stetig ab. Offensichtlich finden die in der Wasserphase
verteilten Keime Kkeine ausreichenden Lebensbedingungen vor, die ein
Weiterwachsen der Population zulassen. Das Ausbleiben der Zunahme der Keimzahl
in den Wassertropfen lasst sich damit begrinden, dass die einzelnen Keime in

diesen kleinen Lebensraumen in starker Konkurrenz um Substrate stehen
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(WallhauBer 1995). Da die ausgewdahlten Testkeime keine anspruchsvollen
Bedingungen bendtigen (Schlegel 1992), ist damit zu rechnen, dass sich dieses
Verhalten auf eine Vielzahl anderer Keimspezies Ubertragen lasst. Dass die von der
LPriafung auf ausreichende Konservierung“ des Europaischen Arzneibuchs
geforderten Kriterien nicht erreicht werden, erscheint fir das Hygienerisiko von
Cremes nicht weiter von Belang, da durch die Prufung die Kontamination, die bei der
gebrauchsuiblichen Anwendung erfolgt, nicht korrekt simuliert wird. Insbesondere ist
die Anzahl der bei der Entnahme auf die Creme Ubertragenen Keime - praxisnahe
Untersuchungen gehen von maximal 40-200 Keimen aus (WallhauRer
1995) - wesentlich geringer als die im Test verwendete. Da die Untersuchungen
zeigen, dass die eingetragenen Keime sich nicht vermehren, stellen diese keine
relevante Gefahrdung der Produktqualitat dar. Vielmehr dirften die mikrobiologische
Qualitat der Zubereitungen nach Herstellung und Verpackung sowie das Design der
Primarverpackung, entscheidend fur das Hygienerisiko sein. Daher darf erwartet
werden, dass bei der Anwendung einer halbfesten Zubereitung auch nach Anbruch

nur wenige Keime auf die Haut gelangen.

Wenn sich Keime in den Wassertropfen jedoch nicht vermehren, ist das
Hygienerisiko davon abhangig, wie viele Keime in eine Creme eingebracht werden
und wie diese in der Creme verteilt werden. Fur den Anwender ist entscheidend,

welche Keimzahlen bei der Anwendung auf die Haut aufgebracht werden.

Um dies zu klaren, wird das Wachstumsverhalten von Keimen untersucht, die auf die
Oberflache einer Creme aufgebracht werden. Damit wird die Situation bei der
Entnahme aus der Primarverpackung simuliert. Dazu wird Keimsuspension mit
hohen Keimzahlen auf die Oberflache steriler Cremes aufgetragen und nach

Lagerung Uberpruft, ob sich Keime im Inneren nachweisen lassen.

Die eigenen Untersuchungen bestatigen die Erwartungshaltung fur lipophile Cremes,
bei denen auch nach achtwdchigem oberflachlichem Kontakt mit einer
Keimsuspension von mindestens 10° KBE/mL keine Keime im Inneren nachgewiesen
werden. Das Eindringen der Keime wird dadurch verhindert, dass diese die 6lige
AulRenphase durchdringen muissten, wenn sie von einem Wassertropfen zum
anderen gelangen wollen. Dies wird auch durch die Untersuchungen zur

Durchwachsung von Olschichten bestatigt. Keime kénnen in der kontinuierlichen
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Lipidphase nicht Uberleben (Schlegel 1992) und die gelierte Aul3enphase der Cremes
bildet eine mechanische Barriere (Junginger 1992). Das konnte sowohl an der
Wasserhaltigen Wollwachsalkoholsalbe als auch an der wollwachsalkoholfreien
lipophilen Creme mit hohem Wassergehalt gezeigt werden. Offensichtlich reicht der
bei 75 % Innenphasenanteil verbleibende dinne Lipidfilm (ca. 5-20 um) zwischen

den einzelnen Tropfen aus, um ein nur geringes Hygienerisiko zu gewahrleisten.

Die Untersuchungen zum Keimwachstum in hydrophilen Cremes bestétigen
hingegen die Erwartungen nicht. Im Gegensatz zur bestehenden Lehrmeinung
zeigen nur wenige der untersuchten Formulierungen mit wassriger Aul3enphase ein
Eindringen von Keimen wéhrend der Lagerung. Abbildung 5-1 fasst zusammen, in

welchen der untersuchten Zubereitungen Keime nachgewiesen wurden.

(" . Y4 Cremes )
Gele Emulsionen W/O oW
HB
Keime in der Guar-Gel HPMC-Gel HB 2%
Zubereitung 5% 2% HPMC
nachweisbar
HPMC-Gel HB 5%
5% HPMC
keine Keime HPMC-Gel HB 10%
i er 10% HPMC VWWAS VWHS
Zuberei'fung Lipophile NHC
nachweisbar N PN Creme )

Abbildung 5-1:  Einwachsen von Keimen in halbfeste Zubereitungen

Das Hygienerisiko hydrophiler halbfester Zubereitungen muss daher differenziert
betrachtet werden; die Faktoren, die das Keimwachstum verhindern kdnnen, missen

ermittelt werden.

Die Zubereitungen, in denen Keime nachgewiesen werden, lassen sich in drei
Gruppen unterteilen. Die Zubereitungen der ersten Gruppe enthalten keinen
Strukturbildner in der Wasserphase, der das Keimwachstum beeinflussen kénnte. Ein

Beispiel daflir ist die Hydrophile Basisemulsion. Die Zubereitungen der zweiten
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Gruppe enthalten in der AulRenphase einen Gertstbildner, welcher von den Keimen
verdaut wird (Tomlin, Edwards et al. 1986; Rubinstein & Glikokabir 1995) und somit
das Einwachsen der Keime férdert. Dies kann am Beispiel des Guar-Gels gezeigt
werden. Die Zubereitungen der dritten Gruppe enthalten einen Strukturbildner in
geringer Konzentration, der den Keimen weder als Substrat dient, noch von ihnen
enzymatisch abgebaut werden kann. Aufgrund der geringen Konzentration kann sich
kein engmaschiges Gelgerust ausbilden. Diese Zubereitungen bieten Keimen einen
geeigneten Lebensraum und sind somit mit einem hohen Hygienerisiko behaftet.
Daher kann auf MalRnahmen zur Konservierung solcher Zubereitungen nicht

verzichtet werden.

Zubereitungen, die trotz wassriger Auflenphase kein Hygienerisiko aufweisen,
zeichnen sich dadurch aus, dass es sich um Gele oder Cremes handelt, deren
zusammenhangende Wasserphase von engmaschigen Strukturbildnern durchzogen
ist. Hypromellose-Gele mit bis zu 5 % Gelbildner bilden noch kein ausreichend
engmaschiges Gerist aus, bei Gelbildnerkonzentrationen ab 10 % ist ein solches
offensichtlich ausgebildet, da in diese keine Keime eindringen kénnen. Dies gilt auch
fur Cremes mit lamellar flissigkristallinem Aufbau in der Wasserphase. Betrachtet
man den bekannten kolloidchemischen Aufbau der wasserhaltigen hydrophilen
Salbe, in dem der Emulgator Cetylstearylsulfat-Natrium und der Koemulgator
Cetylstearylalkohol Strukturen mit einem Netzebenenabstand von maximal 20 nm
ausbilden (Junginger 1992), wird dies deutlich. Damit ist dieser um den Faktor zehn
engmaschiger als das in der Ph. Eur. zur Bakterienfiltration vorgeschriebene
Filtermaterial (0,22 um). Da selbst kleine Keime durch diese Filter zurickgehalten
werden (EAB 2011), ist es wenig verwunderlich, dass die um den Faktor zehn
kleineren Strukturen der WHS das Einwandern von Keimen wirksam verhindern.
Unter diesen Voraussetzungen ist auch davon auszugehen, dass die
Untersuchungen reprasentativ fir Keime sind, die nicht auf der Oberflache
aufgebracht werden, sondern direkt in das Innere der Zubereitungen eingebracht

werden.

Die Beurteilung des Hygieneriskos halbfester Zubereitungen erfolgt zurzeit primar auf
Basis der ,Prifung auf ausreichende Konservierung® Ph. Eur. 5.1.3 (EAB 2011). In
der Prifung werden hohe Keimzahlen auf die Gesamtmenge der Zubereitung verteilt
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und geprift, ob die Keimzahl durch die Zubereitung schnell vermindert wird. Dabei
werden sehr hohe Keimzahlen in einem geringen Volumen dispergiert und der
gesamten Zubereitung zugemischt, wobei eine gleichmalige Verteilung schwer zu
erreichen ist. Dies gilt insbesondere beim Beimpfen lipophiler Cremes, da die
Keimsuspension in der inneren Wasserphase verteilt werden muss. Es muss davon
ausgegangen werden, dass die Keimsuspension direkt zu Tropfen emulgiert wird, die
eine sehr hohe Keimzahl enthalten, und dass ein groRBer Anteil der bereits
vorhandenen Wassertropfen nicht kontaminiert wird. D. h. es entstehen Bereiche in
der Creme, die hoch, und solche, die nur schwach oder gar nicht kontaminiert sind.
Die dadurch ermittelten Keimbelastungen kénnen ein zu hohes oder zu niedriges
falsches Ergebnis liefern. Diese Prifung simuliert allerdings nicht die Situation der
Anwendung einer halbfesten Zubereitung, bei der wesentlich geringere Keimzahlen,
die abhangig vom Design der Primérverpackung maximal 200 KBE betragen
(Wallh&ulRer 1995), von der Hautoberflache auf die Oberflache der Creme Ubertragen
werden. Diese geringen Keimzahlen stellen, wenn sie sich nicht vermehren und nicht
ins Innere der Zubereitung eindringen, kein hohes Hygienerisiko fur die Creme da.
Das Hygienerisiko einer Zubereitung, die mit hoher mikrobiologischer Qualitat
hergestellt ist und die ein Keimwachstum nicht begunstigt, erscheint daher oft viel

hoéher als es tatsachlich ist.

Die Entwicklung der Keimzahlen auf der Oberflache einer halbfesten Zubereitung
wird in dieser Arbeit nicht untersucht. Da sich in der Oberflache einer Creme nur eine
geringe Menge an Wasser befindet, ist mit einem ausgepragten Wachstum auf einer
stabilen Zubereitung nicht zu rechnen. Es muss jedoch berucksichtigt werden, dass
unter gegebenen Umstanden die Bildung von Kondenswasser zu gréfRReren
Wasseransammlungen fuihren kann, die dann als geeigneter Lebensraum fur Keime
zur Verfigung stehen. Dies stellt dann ein erhebliches Hygienerisiko dar. Dasselbe
gilt allerdings auch fir konservierte Cremes, da im Kondenswasser im Allgemeinen
keine ausreichende Konservierungsmittelkonzentration vorliegt. Dieses Hygienerisiko
kann durch die Auswahl geeigneter Primarpackmittel umgangen werden, welche so
beschaffen sein sollten, dass die Ausbildung von LuftrGumen Uber der
Zubereitungsoberflache ausgeschlossen ist, wodurch ein Verdunsten von Wasser

und damit dessen Kondensation verhindert wird. Das Primarpackmittel hat durch sein
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Design auch einen grol3en Einfluss auf die Anzahl der Keime, die bei der Entnahme
auf die Zubereitung Ubertragen werden koénnen. Die mdgliche Keimanzahl hangt
wesentlich von der Grol3e der Oberflache ab, die mit der Haut in Kontakt kommt. Die
Uberlebenden Keime einer Kontamination werden bei der folgenden Entnahme in die
aufzutragende Zubereitung verschleppt. Die Keimbelastung in der applizierten
Zubereitungsmenge in KBE/mL wird daher hauptsachlich durch das Packmittel und

die Entnahmemenge bestimmt.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass halbfesten Zubereitungen, die
Wasser enthalten, nicht zwingend ein Konservierungsmittel zugesetzt werden muss,
um die Anforderungen des EAB zur mikrobiologischen Qualitat erfillen zu kénnen.
Das Hygienerisiko, dem eine Creme ausgesetzt ist, ist nicht ausschlie3lich von ihrer
Phasenlage abhangig. Die Notwendigkeit, ein Konservierungsmittel zuzusetzen, ist
von der Zusammensetzung der Inhaltsstoffe abhangig, da diese den
kolloidchemischen Aufbau der Zubereitung bestimmen. Es kénnen wasserhaltige
Zubereitungen hergestellt werden, in denen sich eingebrachte Keime nicht
vermehren und in die auch Keime, die oberflachlich aufgebracht wurden, nicht
eindringen kdnnen. FUr solche Zubereitungen ist die ,Priufung auf ausreichende
Konservierung“ Ph. Eur. 5.1.3 nicht geeignet, wenngleich Zulassungsbehorden das
Bestehen dieser Prufung haufig fordern.

Aus den durchgefiihrten Untersuchungen lasst sich daher ableiten, dass das
Hygienerisiko nicht konservierter halbfester Zubereitungen nicht ausschlief3lich aus
der Betrachtung ihrer Phasenlage beurteilt werden darf. Eine erste Abschatzung des
individuellen Hygienerisikos einer halbfesten Zubereitung ist mit Hilfe des Schemas
in Abbildung 5-2 mdéglich.
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Abbildung 5-2:  FlieBschema zur Beurteilung des Hygienerisikos halbfester Zubereitungen

Endgultige Klarheit kdnnen allerdings nur Untersuchungen am jeweiligen Produkt
selbst geben. Wird das Hygienerisiko einer Formulierung anhand des Schemas als
.hoch* eingestuft, ist die Durchfihrung der ,Prifung auf ausreichende
Konservierung® zur Beurteilung der mikrobiologischen Qualitdt notwendig und
aussagekréaftig. In den Fallen, in denen das Hygienerisiko als ,gering“ eingestuft ist,
erscheint die Beurteilung der mikrobiologischen Eigenschaften alleine anhand der
.Prafung auf ausreichende Konservierung“ nicht zielfihrend. Ausgehend von einem
nahezu keimfreien Produkt nach Herstellung und Konfektionierung ist es aufgrund
der vorliegenden Untersuchungen auch bei O/W-Zubereitungen nicht zwingend
notwendig, die mikrobiologische Qualitat durch Zusatz eines Konservierungsmittels
abzusichern, wenn mit einer geeigneten Untersuchungsstrategie der Nachweis
erbracht werden kann, dass oberflachlich aufgebrachte Keime nicht in die

Formulierung einwandern und sich dort vermehren kénnen.



6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Hygienerisiko nicht konservierter Cremes

bei der Anwendung durch den Konsumenten.

Untersucht werden sowohl hydrophile Cremes, bei denen in der gangigen
Lehrmeinung mit einem hohen Hygienerisiko gerechnet wird, als auch lipophile
Cremes, deren Hygienerisiko als gering eingeschatzt wird. Letztere werden jedoch

wegen ihres Wassergehaltes grundsatzlich auch als mikrobiell anfallig angesehen.

Lipophile Cremes werden im Hinblick auf das Wachstum von Keimen in
Wassertropfen und die Fahigkeit der Keime, Olphasen zu durchdringen, untersucht.
Dabei reduziert sich die Anzahl an Keimen, die in den Wassertrépfchen lipophiler
Cremes verteilt werden, wahrend der Lagerung kontinuierlich; ein Durchdringen von

Lipidschichten zwischen zwei wassrigen Bereichen kann nicht beobachtet werden.

Ob Keime, die oberflachlich auf halbfeste Zubereitungen aufgebracht werden, in
deren Inneres penetrieren kénnen, wird sowohl an hydrophilen als auch lipophilen
Cremes untersucht. Werden Keime auf die Oberflache lipophiler Cremes
aufgetragen, kénnen sie nicht in das Innere dieser eindringen. Das Eindringen von
Keimen, die auf der Oberflache hydrophiler Cremes aufgebracht werden, ist
abhangig vom strukturellen Aufbau der Wasserphase der Creme.

Eine engmaschige, fir Keime undurchdringliche Struktur kann durch Kristalloide
aufgebaut sein, wie es z.B. bei den lamellar angeordneten Flussigkristallen, die
Emulgator und Koemulgator in der Wasserphase der Wasserhaltigen hydrophilen
Salbe DAB ausbilden, der Fall ist.

In gleicher Weise wirken auch makromolekulare Hydrogelbildner, sofern diese in
ausreichend hohen Konzentrationen eingesetzt werden und nicht durch
Mikroorganismen abgebaut werden koénnen. So kann die Wasserphase der
Hydrophilen Basisemulsion NRF nicht mehr von Keimen durchwachsen werden,
wenn sie mit 10 % Hypromellose immobilisiert ist. Niedrige Hypromellose-
Konzentrationen sind jedoch nicht ausreichend, um das Eindringen von Keimen zu

verhindern.
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Dies gilt auch fur Hydrogele, die keine Fettphase beinhalten, wenn der Gelbildner

nicht durch die Keime abgebaut werden kann.

Guar als Gelbildner kann, unabhéangig von seiner Konzentration, das Eindringen von

Keimen nicht verhindern, da es diesen als Substrat dient.

Des Weiteren wird betrachtet, wie sich Keime verhalten, die sich zum
Entnahmezeitpunkt an der Produktdffnung der Priméarverpackung befinden. Keime an
der Produkttffnung der Primarverpackung werden bei der Entnahme der Creme auf
den ausgedriickten Cremestrang Ubertragen. Die Lange des mit Keimen belasteten
Produktstranges ist abhangig von der Keimbelastung an der Produkt6ffnung. Der
belastete Cremestrang ist dabei langer als ein Cremestrang, der Ublicherweise flr

eine Anwendung entnommen wird.
Aus diesen Ergebnissen lasst sich Folgendes schlussfolgern:

Das Hygienerisiko, dem lipophile Cremes wahrend der Anwendung ausgesetzt sind,
ist sehr gering, so dass der Verzicht auf Konservierungsmittel fir diese empfohlen

werden kann.

Das Hygienerisiko hydrophiler Cremes hingegen ist abhangig vom strukturellen
Aufbau ihrer Wasserphase. Teilweise kann auch bei diesen auf Konservierungsmittel
verzichtet werden. Dies setzt allerdings zwingend voraus, dass das individuelle
Hygienerisiko einer Creme mit einem geeigneten Test untersucht wird. Eine bloRRe
Abschatzung anhand der Phasenlage der Creme fuhrt regelméRig zu einem falsch
zu hoch eingeschéatzten Hygienerisiko.



7 Literaturnachweis

Babayan, V.; Kaunitz, H.; Slanetz, C. (1964):
Nutritional studies of polyglycerol esters.

Journal of the American Oil Chemists' Society 41 (6): 434-437

Bauer, K. H.; Fromming, K.-H.; Fuhrer, C. (2006):
Lehrbuch der pharmazeutischen Technologie

Wissenschatftliche Verlagsgesellschaft, Stuttgart

BP (2004):
Efficacy of antimicrobial preservation

in: British Pharmacopoeia; The Stationery Office, London

Brasch, J.; Henseler, T.; Frosch, P. (1993):

Patch Test Reactions to a Preliminary Preservative Series - a Retrospective Study
Based on Data Collected by the Information Network of Dermatological Clinics (lvdk)

in Germany.

Dermatosen in Beruf und Umwelt 41 (2): 71-76

Bundesministerium der Justiz (2008):
Biostoffverordnung § 3

http://www.gesetze-im-internet.de/biostoffv/index.html

Connolly, P.; Bloomfield, S. F.; Denyer, S. P. (199 4):

The use of impedance for preservative efficacy testing of pharmaceuticals and

cosmetic products.

Journal of Applied Microbiology 76 (1): 68-74



82

7. Literaturnachweis

DAB (2010):
Deutsches Arzneibuch, Ausgabe 2010

Deutscher Apotheker Verlag, Govi Verlag, Eschborn

DAC (2010):
Deutscher Arzneimittelcodex, Ausgabe 2010

Deutscher Apotheker Verlag, Govi Verlag, Eschborn

Dailey, J. R.; Rosenwasser, G. O. D. (1994):

Viability of Bacteria in Glycerin and Ethanol Preserved Sclera.

Journal of Refractive and Corneal Surgery 10 (1): 38-40

Dorfler, H. D. (2002):
Grenzflachen und kolloiddisperse Systeme

Springer-Verlag, Berlin

Drews, G. (2010):
Was sind Mikroorganismen und wie sind sie entstanden

in: Mikrobiologie; Springer Berlin Heidelberg: 5-6

Dunne, W. M. (2002):
Bacterial adhesion: Seen any good biofilms lately?

Clinical Microbiology Reviews 15 (2): 155-166

EAB (2011):
Europaisches Arzneibuch, Amtliche deutsche Ausgabe

Deutscher Apotheker Verlag, Eschborn



7. Literaturnachweis 83

EAB (2011):
Methoden zur Herstellung steriler Zubereitungen

in: Européisches Arzneibuch, Amtliche deutsche Ausgabe; Deutscher Apotheker

Verlag, Eschborn

EAB (2011):
Prufung auf ausreichende Konservierung

in: Européaisches Arzneibuch, Amtliche deutsche Ausgabe; Deutscher Apotheker
Verlag, Eschborn

Easter, M. C. (2003):
Rapid Microbiological Methods in the Pharmaceutical Industry

Interpharm/CRC, New York

EMEA The European Agency for the Evaluation of Medi  cinal Products (2003):

Note for Guidance on Excipients, Antioxidants and Antimicribial Preservatives in the
Dossier for Application for Marketing Authorization of a Medicinal Product

Falkow, S. (1997):
What is a pathogen?

ASM News 63 (7): 359-365

Farrington, J. K.; Martz, E. L.; Wells, S. J.; Enni s, C. C.; Holder, J.; Levchuk, J.
W.; Avis, K. E.; Hoffman, P. S.; Hitchins, A. D.; M adden, J. M. (1994):

Ability of Laboratory Methods to Predict in-Use Efficacy of Antimicrobial Preservatives

in an Experimental Cosmetic.

Applied and Environmental Microbiology 60 (12): 4553-4558



84 7. Literaturnachweis

Franz, T. J. (1975):
Percutaneous absorption on the relevance of in vitro data.

The journal of investigative dermatologie 64 (3): 190-195

Gehrke, H.-H.; Pralle, K.; Deckwer, W.-D. (1992):
Freeze drying of microorganisms - influence of cooling rate on survival.

Food Biotechnology 6 (1): 35-49

Gottwald, W. (2000):
Statistik fur Anwender

Wiley-VCH Verlag, Weinheim

HAB (2010):
Homopathisches Arzneibuch, Ausgabe 2010,

Deutscher Apotheker Verlag, Govi Verlag, Eschborn

Hadaway, L. C. (2003):
Skin flora and infection.

J Infus Nurs 26 (1): 44-48

Halpern, A. (1949):
The Surface Tension of Oils.

The Journal of Physical and Colloid Chemistry 53 (6): 895-897

Hemker, W. (1981):
Associative structures of polyglycerol esters in food emulsions.

Journal of the American Oil Chemists' Society 58 (2): 114-119



7. Literaturnachweis 85

IUPAC (1972):

Manual of symbols and terminology for physicochemical quantities and units.
Appendix Il., Definitions, terminology and symbols in colloid and surface chemistry.,
Pure and Applied Chemistry. 31: 577-638

Ivanoy, I. B.; Kralchevsky, P. A. (1997):
Stability of emulsions under equilibrium and dynamic conditions.

Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects 128 (1-3): 155-
175

Jumel, K.; Harding, S. E.; Mitchell, J. R.; To, K.  M.; Hayter, I.; O'Mullane, J. E.;
Ward-Smith, S. (1996):

Molar mass and viscometric characterisation of hydroxypropylmethyl cellulose.

Carbohydrate Polymers 29 (2): 105-109

Junginger, H. E. (1992):
Systematik der Dermatika-Kolloidchemischer Aufbau

in: Niedner, R. and Ziegenmeyer, J.; Dermatika;

Wissenschatftliche Verlagsgesellschaft, Stuttgart

Kammel, D. (2010):
Leben nach dem Feuer.

intensiv 18 (02): 82-85

Keary, C. M. (2001):

Characterization of METHOCEL cellulose ethers by aqueous SEC with multiple

detectors.

Carbohydrate Polymers 45 (3): 293-303



86 7. Literaturnachweis

Kramer, M.; Suklje-Debeljak, H.; Kmetec, V. (2008):

Preservative Efficacy Screening of Pharmaceutical Formulations Using ATP

Bioluminescence.

Drug Development and Industrial Pharmacy 34 (5): 547-557

Kutz, G.; Daniels, R.; Trommer, H. (2011):
Emulsionen

Editio Cantor Verlag, Aulendorf

Macierzanka, A. ; Szelag, H.; Moschakis, T.; Murray, B. S. (2006):

Phase Transitions and Microstructure of Emulsion Systems Prepared with

Acylglycerols/Zinc Stearate Emulsifier.

Langmuir 22 (6): 2487-2497

Maniloff, J. (1997):
Nannobacteria: Size Limits and Evidence.

Science 276 (5320): 1773-1776

McEwen, G. N.; Curry, A. S. (1985):

Determination of the adequacy of preservation testing of aqueous liquid and semi-

liquid eye cosmetics

in: Cosmetic, Toiletry and Fragrance Assiciation techincal guidelines; Cosmetic,

Toiletry and Fragrance Assiciation, Washington D.C.

Naraifumi, A.; Hajime, K.; Tomonori, K.; Satoru, N. ; Hiroaki, K. (2002):

Optimal concentrations of emulsifying agents for use in microbiological tests of water-

immiscible products.

Journal of Antibacterial and Antifungal Agents 30 (3): 3-11



7. Literaturnachweis 87

Neissner, R. (1980):

Polyglycerine und Fettsaure-Polyglycerinpartialester (Herstellung, Kennzahlen, DC-

Trennung).

Fette, Seifen, Anstrichmittel 82 (3): 93-100

NRF (2010):
Halbfeste Zubereitungen zur Anwendung am Auge

in: Neues Rezeptur Formularium des Deutschen Arzneimittelcodex;

Deutscher Apotheker Verlag, Eschborn

NRF (2010):
Neues Rezeptur Formularium des Deutschen Arzneimittelcodex

Deutscher Apotheker Verlag, Govi Verlag, Eschborn

Orth, D. S. (1979):
Linear regression method for rapid determination of cosmetic preservative efficacy.

Journal of the Society of Cosmetic Chemists 30 (6): 321-331

Penna, T. C. V.; Mazzola, P. G.; Martins, A. M. S. (2001):
The efficacy of chemical agents in cleaning and disinfection programs.

Bmc Infectious Diseases 1 DOI: 10.1186/1471-2334-1-16

Prickett, P. S.; Murray, H. L.; Mercer, N. H. (1961 ):

Potentiation of preservatives (parabens) in pharmaceutical formulations by low

concentrations of propylene glycol.

Journal of Pharmaceutical Sciences 50 (4): 316-320



88 7. Literaturnachweis

Robinson, G.; Ross-Murphy, S. B.; Morris, E. R. (19 82):

Viscosity-molecular weight relationships, intrinsic chain flexibility, and dynamic

solution properties of guar galactomannan.

Carbohydrate Research 107 (1): 17-32

Roth, R. R.; James, W. D. (1989):
Microbiology of the Skin - Resident Flora, Ecology, Infection.

Journal of the American Academy of Dermatology 20 (3): 367-390

Rubinstein, A.; Glikokabir, 1. (1995):

Synthesis and Swelling-Dependent Enzymatic Degradation of Borax-Modified Guar

Gum for Colonic Delivery Purposes.

Stp Pharma Sciences 5 (1): 41-46

Schlegel, H. (1992):
Allgemeine Mikrobiologie

Thieme Verlag, Stuttgart

Schlegel, H. (1992):
Allgemeine Mikrobiologie, 7. Auflage

Thieme Verlag, Stuttgart

Schnuch, A. (1997):
Benzalkoniumchlorid

Editio Cantor Verlag, Aulendorf

Schoffling, U. (1998):
Arzneiformenlehre

Deutscher Apotheker Verlag, Stuttgart



7. Literaturnachweis 89

Schitze, I. (1977):
Analytische Charakterisierung von Polyglycerinester-Emulgatoren.

Food / Nahrung 21 (5): 405-415

Silley, P.; Forsythe, S. (1996):
Impedance microbiology - A rapid change for microbiologists.

Journal of Applied Bacteriology 80 (3): 233-243

Smith, D. (2000):
the Self-Preserving Challenge.

Cosmetic & Toiletries 1 (115)

Statham, B. N.; Smith, E. V.; Bodger, O. G.; Green, C. M.; King, C. M.; Ormerod,
A. D.; Sansom, J. E.; English, J. S. C.; Wilkinson, M. S.; Gawkrodger, D. J.;
Chowdhury, M. M. U. (2010):

Concomitant contact allergy to methylchloroisothiazolinone/methylisothiazolinone
and formaldehyde- releasing preservatives.

Contact Dermatitis 62 (1): 56-57

Thews, G.; Mutschler, E.; Vaupel, P. (2007):
Anatomie, Physiologie und Pathophysiologie des Menschen

Wissenschatftliche Verlagsgesellschaft, Stuttgart

Thoma, K. (2010):
Apothekenrezeptur und -defektur

Deutscher Apotheker Verlag, Eschborn

Tomlin, J.; Edwards, C. A.; Duerden, B. I.; Read, N . W. (1986):
Degradation of Guar Gum by Fecal Bacteria.

Proceedings of the Nutrition Society 45 (3): A105-A105



90 7. Literaturnachweis

USP (2011):
Antimicrobial effectiveness testing

in: the United States Pharmacopeia; the United States Pharmacopeial Convention,

Rockville

van Doorne, H.; Collge, J.; Calter, R. C. W. (1998)

A simple method to establish the vulnerability of hydrophobic aqueous dermatological

emulsions to potential microbial contamination.

Pharmeuropa 10 (3): 480-483

Verrips, C. T.; Smid, D.; Kerkhof, A. (1980):
The intrinsic microbial stability of water-in-oil emulsions Il. Experimental.

Applied Microbiology and Biotechnology 10 (1): 73-85

Voigt, R. (2010):
Pharmazeutische Technologie

Deutscher Apotheker Verlag, Stuttgart

WallhauRRer, K. H. (1995):
Praxis der Sterilisation, Desinfektion, Konservierung

Georg Thieme Verlag, Stuttgart

Winter, G. (2006):
Steriltechnik in der Herstellung pharmazeutischer Produkte.

Chemie Ingenieur Technik 78 (11): 1690-1696



Auflistung meiner akademischen Lehrer:

Prof. Dr. H. P. T. Ammon
Dr. N. Breier

Prof. Dr. R. Daniels
Prof. Dr. C. Friedrich
Prof. Dr. L. Heide

Prof. Dr. J. Heinicke
Prof. Dr. W. Jabs

Prof. Dr. T. Jira

Prof. Dr. K. A. Kovar
Prof. Dr. W. Langel
Prof. Dr. S. Laufer

Prof. Dr. U. Lindequist
Dr. O. Morgenstern
Prof. Dr. H.H. Otto

Prof. Dr. Dr. h.c. P. Pflegel
Prof. Dr. P. Ruth

Dr. K.-D. Salewski

Prof. Dr. P. C. Schmidt
Prof. Dr. P. Schreiber
Prof. Dr. J. E. Schultz

Prof. Dr. M. A. Wahl

Pharmakologie & Toxikologie
Mathematik

Pharmazeutische Technologie
Geschichte der Pharmazie
Pharmazeutische Biologie
Anorganische Chemie
Anorganische Chemie
Pharmazeutische Chemie
Pharmazeutische Chemie
Physikalische Chemie
Pharmazeutische Chemie
Pharmazeutische Biologie
Pharmazeutische Chemie
Pharmazeutische Chemie
Pharmazeutische Chemie
Pharmakologie & Toxikologie
Physik

Pharmazeutische Technologie
Mathematik und Informatik
Pharmazeutische Chemie

Pharmazeutische Technologie





