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Dieser Text stellt einen beispielhaften Leitfaden fir den Umgang mit Mikroorganismen in der
Praxis der Entwicklung, Herstellung und Anwendung kosmetischer Mittel dar. Beleuchtet
werden Malnahmen, die jenseits einer Freigabe- oder Sperr-Entscheidung liegen.
Schwerpunkt ist dabei die Verwendung von Mikroorganismen fiir In-House-Zwecke und den
Konservierungsbelastungstest. Idealerweise werden diese MaRnahmen als Teil des
Mikrobiologischen Qualitatsmanagements (MQM) begriffen (1,2). Diese Empfehlungen
bestehen bereits (ISO11930, SCCS Notes of Guidance), sollen aber hier um neue Details, v.a.
hinsichtlich der im Produktionskontext aufgefundenen Stamme erweitert werden.
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Abb. 1: Vereinfachte Darstellung zur schematischen Herangehensweise bei mikrobiologischen Vorfallen
im Rahmen des Mikrobiologischen Qualitdtsmanagements (MQM). Nach der Detektion von
Mikroorganismen schlief3t sich der Sperr- bzw. Freigabeprozess inklusive nachgeschalteter
Untersuchungen an. Nach unten und rechts folgen aber ebenso QM-Maflnahmen und
Ursachenforschung sowie CAPA-Maflinahmen (corrective actions/preventive actions). Ebenfalls dem
Flowchart nach rechts folgend ist das nachhaltige Arbeiten mit dem Praxisstamm im KBT aufgezeigt.
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Kontaminationsbefunde und daraus abgeleitete MaBnahmen

Sobald Mikroorganismen in Produkten aufgefunden werden, sollte man sich idealerweise nicht
nur mit Informationen bezlglich absoluter Quantitat (Total Aerobic Mesophilic Count = TAMC,
Total Yeast & Mold Count = TYMC) oder der Abwesenheit von spezifizierten Mikroorganismen
zufriedengeben, um eine Freigabe-Entscheidung zu erwirken, sondern auch die Identitat des
Mikroorganismus klaren (3). Hierbei wird von klassischen Kosmetika ausgegangen. Produkte
die bestimmungsgemal lebende/lebensfahige Mikroorganismen enthalten (Probiotika), sind
von dieser Betrachtung ausgenommen. Das Erfordernis einer Ursachenanalyse im Falle von
mikrobiologischen OOS (out of specification) und OOEs (out of expectation) Ereignissen kann
hierbei nicht genug betont werden. Nur bei genauem Uberblick tber die in kontaminierten
Produkten/Rohstoffen vorkommenden Mikroorganismen lassen sich wichtige Erkenntnisse
ableiten fur:

a) Mikrobielle Belastung am jeweiligen Produktionsstandort. Dazu gehoéren auch
Probennahme bei Transporteingdngen, Bulk & Rohstoffen. Darauf kdnnen
geanderte/optimierte Hygienemalinahmen, Reinigungs- und Desinfektionsprotokolle
aufbauen.

b) ,Licken®in der Konservierung. Schwachstellen gegen einzelne, teils wenig gelaufige
Mikroorganismen werden erkannt und bieten Anhaltspunkte zur Optimierung von
Rezepturen und Konservierungs-Systemen (z.B. Wirkstoffe speziell gegen Gram+/
Gram-Bakterien oder Pilze hinzugeben/erhéhen).

c) Ausgeweitete bzw. angepasste Konservierungsbelastungstests durch Aufnahme der
Mikroorganismen in eine Stammsammlung.

d) Sinnvolle Erweiterung der Untersuchungsmethodik, des Musterziehungsplans und der
Untersuchungsziele/-anforderungen. Unbedingt nachgegangen werden sollte der
Frage, woher welche Mikroorganismen eingeschleppt worden sein konnten. Sind
Mikroorganismen eher in Rohstoffen (Bacillus spp., Lactobacillus spp. aus
biotechnologisch  hergestellten  Produkten), im Wasser (Enterobakterien,
Pseudomonaden) oder durch suboptimale Personalhygiene (Staphylokokken,
Mikrokokken) zu erwarten und nach welchem Zeitraum koénnen sie detektiert werden
bzw. erwarte ich sie zu entdecken (grof’e Abweichungen der Ublichen 3-5 Tagen
Bebritung moglich)?

e) Verbesserungen hinsichtlich Kontrollen, Freigabekriterien und Spezifikations-
festlegungen auf produkt- bzw. fallbezogene Mikroorganismen. Es wird ermoglicht,
Problemkeime aus der Praxis gezielt anzusprechen und kunftige Schwierigkeiten mit
ihnen gezielt zu verhaten.

In diesem Artikel soll schwerpunktmafig Punkt c diskutiert werden, wahrend Abb.1 den
Gesamtkontext im Mikrobiologischen Qualitdtsmanagement auf grafische Weise darstellt.
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Umgang mit Praxisstammen/Umweltisolaten

Naher beschrieben wird im Folgenden das nachhaltige Arbeiten mit potenziell relevanten
Mikroorganismen, d.h. deren Aufnahme in die hauseigene Stammsammlung bzw. den
Konservierungsbelastungstest. Miteinbezogen werden sollten dabei:

- Die Haufigkeit des Problems (Einzelfall oder wiederholtes Auftreten), Relevanz und
Risikobewertung der Spezies, sowie das Handling des Stamms (Biosafety-Level,
Diagnostik, Kultivierbarkeit).

- Stdmme mit bekannter Resistenz oder Toleranz ggn. bestimmte Konservierungsmittel.

- Potenzielle Krankheitserreger und produktschadigende Mikroorganismen, die aus
Gebrauchstests isoliert werden.

- Stdmme, die bei Reklamationen oder Ruckrufaktionen auftreten. (4)

Grundsatzlich muss entschieden werden, ob der Stamm in die Stammsammlung
aufgenommen wird. Auch Mehrfachfiihrungen sind zu Uberdenken, ob z.B. ein Pseudomonas
aeruginosa mehrfach aufgenommen wird, wenn er in verschiedenen Produkten, Werken oder
Abfull-Linien innerhalb desselben Werks auffallig wird.

Auch Details hinsichtlich der Anlage einer Kryokultur fir die Stammsammlung sind zu
bertcksichtigen (Einfriertemperatur, Einfriermedium > Glycerin-basiert, Milch etc.). GroRe
Aufmerksamkeit sollte auf die Lagerungsbedingungen von Praxisstdmmen gelegt werden,
besonders, wenn sie fiur mikrobiologische Prifungen bestimmt sind. Die Art der Lagerung
sollte die urspriinglichen Eigenschaften und die Lebensfahigkeit der Mikroorganismen erhalten
koénnen.

Die meisten Richtlinien zum KBT empfehlen die Aufnahme spezifischer Mikroorganismen in
das Testkeimspektrum und schlieen auch alle weiteren Mikroorganismen ein, die bei
bestimmten Produkten als potenzielle Kontaminanten auftreten kdnnen (5). Die Guidelines des
PCPC weisen zum Beispiel eine ausfuhrliche Liste von Testmikroorganismen auf. SCCS, USP
und Ph. Eur erwahnen ebenfalls die Verwendung von zusatzlichen Stammen die eventuell ein
Kontaminationsrisiko fur das Produkt darstellen kénnen (5).

Offizielle Stammsammlungen wie die DSMZ (Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und
Zellkulturen) oder die ATCC (American Type Culture Collection) beinhalten von Forschern
hinterlegte, ,standardisierte” Stamme, die eine hdéhere Reproduzierbarkeit aufweisen als
Praxisstamme/Umweltisolate. Dies wird sichergestellt, indem die verkauften Subkulturen nie
mehr als zwei bis drei Passagen vom hinterlegten Originalstamm entfernt sind. Die sich daraus
ergebende Reproduzierbarkeit ist meist hoher als die Praxisstamme/Umweltisolate.

Hernach gilt es zu entscheiden, ob der Stamm als Einzelstamm oder integriert in einen Pool
im KBT verwendet werden soll und ob er fir alle kosmetischen Produktgruppen relevant ist
(6,7). Bei einem Pool handelt es sich um einen Mix verschiedener Mikroorganismen, fir die
aber kein genormtes Bewertungsverfahren existiert. Verschiedene galenische Formeltypen
(o/w, w/o Emulsionen, Tenside, Gele) ermdglichen teilweise einem sehr unterschiedlichen
Mikroorganismen-Spektrum das Uberleben bzw. eine Vermehrung.

Daraus folgt der Schluss, dass es strategisch sinnvoll sein kann, zusatzliche Mikroorganismen
nicht generell einzubeziehen, um den Testaufwand nicht unnétig nach oben zu treiben,
sondern dass diese produkt- bzw. produktgruppenspezifisch verwendet werden sollten.
Dadurch wird das Prifkonzept auf die Einzelsituation ausgerichtet, statt einen
Mikroorganismus Uber die ganze Produktpalette hinweg durchzutesten.

Seite3von 9




DEUTSCHE GESELLSCHAFT FUR WISSENSCHAFTLICHE aEH
UND ANGEWANDTE KOSMETIK E.V.

Praktische Fragen sind die Kultivierbarkeit unter Beibehaltung von evtl. interessanten
Eigenschaften wie Adaption bzw. temporare Unempfindlichkeit (Biozid-Resistenz oder Biozid-
Toleranz) (8,9,10,11,12,13).

Infoblock

Resistenz ist die Fahigkeit eines Mikroorganismus in der Anwesenheit von
Antibiotika zu Uberleben bzw. sich zu vermehren.

MalRe fur die Resistenz sind die Minimale Hemmkonzentration (MHK),
diejenige Konzentration, ab der eine Vermehrung der Bakterien verhindert
wird, sowie die Minimale bakterizide Konzentration (MBK), die eine
Konzentration beschreibt die bendtigt wird, um 99,9% der Bakterien in einer
bestimmten Zeit abzutéten. Resistenzfaktoren sind genetisch determiniert,
d.h. an eine Mutation geknupft. Entfallt der Selektionsdruck durch
ausbleibende Konfrontation mit dem Antibiotikum, kann sich die Mutation
verlieren, da Resistenzplasmide oder andere mobile genetische Elemente
abgestolten werden.

Persistenz hingegen ist die Fahigkeit einer bestimmten Population, den
Kontakt mit antimikrobiellen Substanzen zu Uberleben, so lange sich die MHK
nicht erhoht. Das heil3t hier werden nicht alle Bakterien innerhalb der
Population mit derselben Rate durch die antimikrobielle Substanz abgetotet
(biphasische Absterbekinetik).

Im Unterscheid zu resistenten Mikroorganismen konnen sich persistente in
Anwesenheit von antimikrobiellen Substanzen nicht besser/schneller
vermehren als  nicht-persistente  Anteile  ihrer  entsprechenden
Gesamtpopulation.

Toleranz wird oft synonym mit Persistenz verwendet, v.a. im molekularen
Kontext, beschreibt jedoch nur die Eigenschaften eben jener Subpopulation.
Tolerante Mikroorganismen Uberleben Phasen mit harschen
Umweltbedingungen - wie z.B. geringes Nahrstoffangebot, ungeeignete
Temperaturen, pH-Werte oder Behandlung mit antimikrobiellen Substanzen -
besser, zeigen aber diese Eigenschaft nur solange die Bedingungen
vorherrschen.

Resistenzen haben einen sehr spezifischen Wirkmechanismus, werden gezielt als
Gegenreaktion auf Antibiotika herausselektiert und basieren Ublicherweise auf Mutationen.
Konservierungsmittel wie sie in der Kosmetik eingesetzt werden gehdren dagegen zu den
Bioziden und haben einen eher unspezifischen Wirkmechanismus, der Ublicherweise nicht
durch eine z.B. einzelne Mutation der Zielstruktur umgangen werden kann. Hier sorgen
phanotypische Veranderungen der Mikroorganismen fiir eine Adaptation. Mikroorganismen,
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die in Anwesenheit von Konservierungsmitteln tberleben, sind also eher im Bereich Persistenz
(die gesamte Population) bzw. Toleranz (eine Sub-Population) zu verorten. Beispiele fur
Toleranzmechanismen sind die Ausbildung eines Biofilms oder ein verringerter Metabolismus
(Dormanz, Slow Growers, Small Colony Variants, Viable But Non-Culturable Cells)
(15,16,17,18,19).
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Ein resistenter/toleranter Stamm kann im KBT realistischere Daten liefern als ein tUber die oben
beschriebenen offiziellen Stammsammlungen bezogener Laborstamm.

Beispielsweise beobachtet man wesentlich geringere Abtdétungsraten von P. gergoviae,
K. pneumoniae und P. aeruginosa (Praxisstamme) gegenliber Phenoxyethanol, Benzylalkohol
und Na-Benzoat als bei den korrespondierenden ATCC Stammen Nr. 33028, 4352 und 9027.
Fir eine realitatsnahere Einschatzung der Konservierungswirkung sollte vom ,Worst Case”
ausgegangen und Praxisstdmmen Vorzug vor Laborstdmmen gegeben werden (2).

Direktvergleich

Stamm aus
Produktionsstatte

Referenz-Stamm

Standard-KBT / Tensidische Basisrezeptur /
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Abb. 2: KBT mit unterschiedlich widerstandsfahigen Pluralibacter gergoviae Stammen bzw. einem
Gram-Negativen Pool im Direktvergleich.

Gleichzeitig steigen oft der Aufwand bzw. die technischen Probleme beim Handling der
entsprechenden Stamme. Die interessanten Eigenschaften der oben beschriebenen
Mikroorganismen verlieren sich nicht selten beim Aufbewahren in Kryo-Kultur und/oder
anschlielender Anzucht auf Standard-Nahrbéden (TSA oder Sab); v.a. nach mehreren
Passagen.

Wir vermuten dahinter den nicht langer aufrecht erhaltenen Selektionsdruck und einen
erhdhten Fitness-Cost durch das genetische Element, welches die Widerstandsfahigkeit
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vermittelt, nun aber nicht langer benétigt wird (15). Anders kdnnten auch alternative
Mechanismen wie Stress-Toleranz, Persister-Subpopulationen oder Biofilmbildung Ursache
fur die temporéare, nicht dauerhaft fixierte Widerstandsfahigkeit gegen die eingesetzten
Konservierungsmittel sein.
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Dies macht den Umstand einer Weiterkultivierung in der urspringlichen Matrix / im
Originalprodukt zu einer Option.

Diese Kultivierung kann - in Abhangigkeit von Stamm und Produkt (Galenik,
Konservierungssystem, aw-Wert) - Uber mehrere Jahre gelingen. Dies spiegelt sich in
gleichbleibenden Gesamtkeimzahlen bei einer turnusmaBigen Uberpriifung des Produkts
wider (gruner Graph). Als Gegenbeispiel gibt es Stdmme, deren Gesamtkeimzahl bereits nach
wenigen Monaten zuriickgeht und der Keim schlieBlich nicht mehr aus dem Produkt isoliert
werden kann (roter und blauer Graph). (Beispiele fir beide Falle unten)
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Abb. 3. Gesamtkeimzahl bei der Weiterkultivierung von Pluralibacter gergoviae und
Wickerhaemomyces anomalus im Originalprodukt tber lange Zeitraume hinweg.

Eine Alternative zur regelmafligen Subkultivierung des Praxisstammes im Produkt - was nicht
immer erfolgreich ist — stellt die Modifizierung von Labormedien dar, die einen Teil der
Konservierungsstoffe des Produkts in subletaler Konzentration enthalten, um eine Kultur zu
erzeugen, die die gewunschten Eigenschaften beibehalt (20,21).

Dabei ist jedoch zu berlcksichtigen, dass die Adaptation von Praxisstammen nicht
ausschlieBlich durch das Konservierungsmittel einer Rezeptur hervorgerufen wird, sondern
auch durch Belastungen oder subletale Schaden, die wahrend der Herstellung auf den Stamm
wirken, auftreten kdnnen. Zum Beispiel kdnnen in der industriellen Umgebung haufig
oxidativer, hyperosmotischer, thermischer und Saure-Stress auftreten.

Eine regelmallige Re-Evaluierung der kontaminierten Produkte, in denen Praxisstdmme
aufbewahrt werden, erscheint also angebracht, wenn routinemaRig mit ihnen gearbeitet
werden soll.
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Ein Nachteil einer solchen Probe ist ihre Endlichkeit. Wird sie genutzt, wie unten beschrieben,
ist sie irgendwann verbraucht. Eine Méglichkeit, dennoch solch einen Stamm zu halten, kann
der Versuch sein, den Stamm in einer identischen Formel weiter zu kultivieren. Dabei ist es
haufig moglich eine identische Formel, wie das kontaminierte Produkt, erneut zu
kontaminieren. Dafir wird ein Teil der kontaminierten Probe in die neu hergestellte Formel
gegeben und dann das Wachstum in dieser Uberwacht. So ist es mdglich auch in Zukunft
diesen Stamm zu erhalten. Leider ist dies aber nicht immer madglich, da manchmal die
kontaminierten Produkte, gar nicht so einfach nachstellbar sind, z.B. wenn es durch einen nicht
mehr nachvollziehbaren Schritt in der Produktion zu leichten Veranderungen der Formel kam,
die dann letztendlich die mikrobiologische Stabilitat der Formel beeinflusst haben. Weiterhin
ist manchmal auch die Zuganglichkeit einiger Rohstoffqualitaten nicht mehr gegeben, die zum
Zeitpunkt der eigentlichen Kontamination noch Standard waren.

(Da solche Produktveranderungen aber nach Kosmetikverordnung (KVO) bzw. Guter
Herstellungspraxis (GMP) nicht vorgesehen sind, sei auf die Notwendigkeit einer Neuprufung
bzw. Neubewertung hingewiesen.)

Fir einen KBT muss dann aber beim Animpfen eine kleine Menge Produkt A in zu testendes
Produkt B eingearbeitet werden, was unweigerlich zu dessen Veranderung fihrt — mit allen
ihren potenziellen Konsequenzen. Relativierend sei hier erwahnt, dass auch bereits das
Einarbeiten der Pufferlésung, tUber die die Bakterien beim KBT Ublicherweise in die zu testende
Matrix eingearbeitet werden, oben beschriebene Veranderung mit sich bringen kann. Mogliche
Komplikationen sind Anderungen in der Zusammensetzung, des Wassergehalts, sowie der
Konzentration an Konservierungsmitteln. Bei eigenen Versuchen wurden beim Einarbeiten von
0,5% kontaminiertes Originalprodukt in 40ml KBT-Ansatz selten Probleme beobachtet, wenn
gleichartige Rezepturen ineinander eingearbeitet wurden, aber auch Verklumpungen oder
Trennungen bei galenisch verschiedenen Produkttypen. Beispielsweise gelang eine o/w in
o/w, oder Tensid in Tensid Einarbeitung, wahrend Tensid in eine Emulsion problematisch sein
kann.
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Abb. 4: Umgang mit Praxisstdmmen und anschlieRende Fragestellungen bei Stammhaltung und Einsatz
im KBT.

Beim Einsatz der Kulturen im KBT ist auch der physiologische Zustand der Zellen ein Aspekt.
Die Wachstumsphase hat einen direkten Einfluss auf die Ergebnisse eines KBTs.
Reproduzierbare Daten konnen nur erhalten werden, wenn die Kultur immer in der gleichen
Wachstumsphase verwendet wird. In der Regel wird fir ATCC-Kulturen in den Guidelines die
stationare Phase (Bebritung nach 18-24 Stunden) verwendet. Wenn die Kultur aus einem
Produkt entnommen wird, sollte vorher geprift werden, wann die Kultur in der stationaren
Phase ist, damit eine Reproduzierbarkeit erreicht wird.

Aussichten und Moéglichkeiten

Die beschriebenen MalRnahmen sollen das Wissen Uber Mikroorgansimen die im
kosmetischen Produktionsumfeld gefunden werden erweitern und dazu einladen, sich mit der
Thematik naher zu beschaftigen. Die Implementierung der beispielhaft aufgezeigten
Sicherheits- und Vorbeugemalnahmen durch Einbeziehung von Praxiskeimen eliminieren
Risiken und schaffen einen héheren Verbraucherschutz, v.a. wenn sich die Vorgehenseise auf
Seiten von Firmen, Suppliern und Lohnabfillern durchsetzt. Dartiber hinaus wird wertvolles
Kollektivwissen aufgebaut, an dem es in diesem Bereich oft noch fehlt (3).

Dieser Artikel fokussiert auf die Verwendung der Stdmme im Konservierungs-Belastungs-Test.
Weitere MalRnahmen, die aus dem Auffinden von praxisrelevanten Stammen in der Kosmetik
resultieren (siehe Abb. 1), werden fachgruppenintern weiter diskutiert und ggf. entsprechend
verschriftlicht.
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