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„Qualität ist kein Zufall; sie ist immer das Ergebnis angestrengten Denkens.“

John Ruskin (1819–1900), englischer Philosoph und Schriftsteller
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Vorwort zur zweiten Auflage

Für die zweite Auflage der „Pharmazeutischen Mikrobiologie“ werden die mo-
mentan aktuellen Themen „low endotoxin recovery“ und „Maskierung/Demas-
kierung“ in das Kapitel über den Endotoxintest aufgenommen. Wo immer mög-
lich, werden die Bezüge zu den neuen Ausgaben der Arzneibücher Ph. Eur. 9 und
USP 40/NF 35 hergestellt. Die Kapitel über den media fill und über das Wasser
sind aktualisiert, das Kapitel über den Konservierungsmittelbelastungstest ist er-
gänzt und der Bezug zur ISO-Norm hergestellt. Die Literaturverzeichnisse sind
fortgeführt, Literatur vor dem Jahre 2000 ist, sofern möglich, fortgelassen wor-
den. Ferner erhöht sich die Anzahl der Abbildungen deutlich, die Fotos werden
überwiegend in Farbe gedruckt. Viele Bilder von Bakterien (Mikroskopaufnah-
men und Abbildungen von Kolonien auf der Petrischale) hat mir Herr Dr. Armin
Quentmeier/TU Dortmund zur Verfügung gestellt; weitere Fotos stammen von
Herrn Dr. Michael Lohmeyer/Mikrobiologisches Labor Dr. Lohmeyer, Münster,
und vom Labor L+ S AG, Bad Bocklet. Allen sei herzlich gedankt!
Schließlich sind die Druckfehler korrigiert. Hier danke ich auchHerrn Dr.Mar-

cel Goverde für seine Hinweise.
Das neue Titelbild gestaltet wiederum die Darmstädter Künstlerin Veronika

Emendörfer/VERO, der ich herzlich danke.

Darmstadt, im Dezember 2016 Michael Rieth
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Vorwort zur ersten Auflage

In dem vorliegenden Buch werden die Aufgaben und Tätigkeiten der in den mi-
krobiologischen Laboren der pharmazeutischen Qualitätssicherung arbeitenden
Biologielaboranten und Mikrobiologen beschrieben. Schwerpunkte sind die Me-
thoden der Qualitätskontrollprüfungen einschließlich ihrer Validierungen, die
Qualifizierungen und Kalibrierungen der dazu benötigten Geräte und Messin-
strumente, das Umgebungsmonitoring in der Pharma- und Chemieproduktion
sowie die Betriebshygiene. Eine derartige Zusammenfassung fehlte bisher in der
deutschsprachigen Fachliteratur. Vorgestellt werden in erster Linie bakteriolo-
gische Methoden und Verfahren, jedoch werden auch Verweise auf Zellkultur-
methoden und Tiermodelle gegeben. Moderne Techniken, Schlagwort „rapid
microbiological methods“ werden ebenfalls vorgestellt. Vor allem bei Verfahren
mit langen Inkubationszeiten wie beim Steriltest und der Prüfung auf Mykobak-
terien und Mykoplasmen werden kürzere Analysenzeiten benötigt. Die Zukunft
wird zeigen, ob diese Verfahren die klassischen Kultivierungstechniken, die größ-
tenteils auf Robert Koch und andere Bakteriologen des späten 19. Jahrhunderts
zurückgehen, dauerhaft ersetzen können.
Herzlich danke ich folgenden Kolleginnen und Kollegen für die Überlassung

von Fotos und Abbildungen: Daniela Grabis (Merck KGaA), Monika Lamoratta
(LanxessDeutschland GmbH, Leverkusen), Peter Hilgendorf (Daiichi Sankyo Eu-
rope GmbH, Pfaffenhofen), Matthias Nagel (Hochschule Bremerhaven), Armin
Quentmeier (Universität Dortmund) und Manfred Rohde (Helmholtz-Zentrum
für Infektionskrankheiten, Braunschweig). Barbara Gerten (Merck KGaA) danke
ich für wertvolle Anregungen und Literaturhinweise.
Ganz besonders danke ich der Künstlerin Veronika Emendörfer/VERO für das

Titelbild.

Darmstadt, im Januar 2012 Michael Rieth
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1
Einführung in die Mikrobiologie

Zur Einführung in die Welt der Mikrobiologie und Hygiene soll das Gedicht
„Überall Bakterien!“ von Alexander Moszkowski stehen, geschrieben im Berliner
Dialekt und erschienen in der populären Zeitschrift „Fliegende Blätter“ in Berlin
im Jahre 1887:

„Nee, ick sag schon! von Bakterien
Hat man früher nischt jewußt,
Da war’s Essen noch ’ne Freude
Und det Trinken war ’ne Lust;
Aber seit man die Bazillen
Und dergleichen Zeugs erfund,
Is der Mensch total jeliefert,
Allens is jetzt unjesund.

Les’ ick da, det äußerst jiftig
Heutzutag Vanillen-Eis;
Früher aß man’s mit Verjnügen
Jeden Sommer massenweiß;
Heute is selbst die Vanille
Vom Bazillenherd bedroht,
Schmecken dut se ausjezeichnet,
Aber nachher is man dot.

Jrüne Aale, sonst det Beste
Wo der Mensch nur haben kann,
Sind nu ooch nich zu jebrauchen,
Seit der Fischbazillus dran;
Ißt se eener mit Verjnügen
An der Spree zum Abendbrot,
Liejt er jleich in letzten Zügen, –
Zehn Minuten später: dot.

Krebse, rechte scheene, jroße!
Wie jesund det früher war!
Heute jibt es Krebsbazillen
In dem Oderkrebs sogar;
Hat man sechs Stück ufjeprepelt,
Denkt man jleich: Schockschwerenot,
Warum is mich denn so übel?
Nächsten Morgen is man dot.

Ooch det Atmen is jefährlich:
Wenn ick gut dir raten kann.
Mitmensch, atme nich zu ville.
Sieh dir erst die Luft mal an;
Kommst de in so’n Pilzjewimmel,
Hilft dir keen Karbol und Jod,
Ziehste in den janzen Schimmel,
Fällst um un biste dot.

Holste dir ’nen netten Schmöker
Aus der Leihbibliapothek,
Kriegste gleich ’n Schock Milliarden
Von Mikroben uf’n Weg;
Kommste uf de vierte Seite,
Wirste im Jesichte rot,
Uf der fünften kriegste’s Fieber,
Bei der sechsten biste dot.

Pharmazeutische Mikrobiologie, 2. Auflage. Michael Rieth.
©2017WILEY-VCHVerlagGmbH&Co.KGaA.Published2017byWILEY-VCHVerlagGmbH&Co.KGaA.
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Det ick mit de Hochbahn rutsche
Kommt mir niemals in den Sinn;
Nee, in die Bazillenkutsche
Da kriegt mir keen Deibel rin!
Steigste in fidel und munter,
Pletzlich spürste Atemnot,
Fährste bis zum Zoo hinunter
Steigste aus und biste dot.

Nee, ick sag’schon! Von dem Leben
Hat man jarnischt, wie Verdruß,
Weil man die verfluchten Dinger
Immerzu verschlucken muß!
Alle Dage muß man lesen,
Wie det Kleinzeug uns bedroht,
Und wir jroßen Lebewesen
Fallen um – schwapp – mausedot!“

1.1
Historisches

Nur wenige Jahre nach den ersten Beschreibungen und Isolierungen von Mikro-
organismen durch Louis Pasteur, Robert Koch, Gerhard Hansen und anderen
war derÖffentlichkeit schon eine wesentlicheEigenschaft diesermeist einzelligen
Kleinstlebewesen bekannt: Sie sind ubiquitär verbreitet, d. h. überall! Auch dass
sie im Körper vonMensch und Tier Fieber erzeugen oder Krankheiten hervorru-
fen können, teilweise mit Todesfolge, war bekannt, ebenso schon Desinfektions-
maßnahmen wie der Einsatz der erwähnten Agenzien Karbolsäure und Jod. Auch
derName „Bakterien“ ist in demGedicht korrektwiedergegeben. Noch 1906wird
in der 8. Auflage des „Lehrbuchs der Botanik fürHochschulen“ von Eduard Straß-
burger et al. neben anderen Bezeichnungen von Spaltpilzen (Schizomycetes) ge-
schrieben, die Cyanobakterien werden als Spaltalgen bezeichnet [1].
Der Mensch macht sich die Leistungen der Mikroorganismen seit Jahrtausen-

den zunutze, ohne jedoch sehr lange Zeit von ihrer Existenz zu wissen. Die Su-
merer brauten bereits vor 5000 Jahren ein bierähnlichesGetränk, und die Assyrer
ließen vor ungefähr 3500 Jahren Traubensaft zu Wein vergären.
Der erste Mensch, der Mikroorganismen mit eigenen Augen sah, war wohl der

holländischeTuchhändlerAntony van Leeuwenhoek (1632–1723). Er experimen-
tiertemit selbstgebauten, einlinsigenMikroskopen,mit denen er Vergrößerungen
bis 270-fach undAuflösungen bis 1,5μmerreichte. 1675 untersuchte er einenAuf-
guss von Pfefferkörnern und entdeckte winzige „Tierchen“.Weitere dieser damals
„animalcula“ genannten kleinen Lebewesen entdeckte er im Zahnbelag. Darüber
erstellte van Leeuwenhoek Zeichnungen, die er 1683 per Brief an die Royal Socie-
ty nach London schickte [2].
Dem französischenChemiker Louis Pasteur (1822–1895) gelangen gleichmeh-

rere bahnbrechende Erkenntnisse auf dem Feld der Mikrobiologie. Er widerlegte
experimentell die Urzeugungshypothese, erklärte das Wesen der Fermentati-
on am Beispiel der alkoholischen Gärung und der Milchsäuregärung, entwi-
ckelte Methoden zur Desinfektion und Sterilisation und führte Verfahren zur
Bekämpfung von Infektionskrankheiten durch Impfung ein (Beispiel Tollwut-
impfung 1885).
Der norwegische Arzt GerhardHansen (1841–1912) entdeckte 1873mikrosko-

pisch den Erreger der Lepra,Mycobacterium leprae, als eines der ersten Bakterien,
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die als Krankheitserreger erkannt wurden [3]. Dieses Bakterium ist bis heute in
Nährmedien nicht kultivierbar. Die Diagnose geschieht mit dem Mikroskop an
Biopsiematerial oder Geschabsel der Nasenschleimhaut. Die Vermehrung dieser
Mykobakterien gelingt nur in der Pfote von Mäusen und im Gürteltier (Arma-
dillo). Erregerspezifische DNA lässt sich mithilfe der Polymerasekettenreaktion
(PCR) nachweisen.
Der deutscheArzt Robert Koch (1843–1910) bewies 1876 amBeispiel desMilz-

branderregers Bacillus anthracis, dass Mikroorganismen die Verursacher von In-
fektionskrankheiten sind. Er stellte vier Postulate auf:

1. Bakterien müssen im infizierten Organismus nachweisbar sein.
2. Diese Bakterien müssen isoliert und in Reinkultur gebracht werden.
3. Durch Infektion mit diesen isolierten Bakterien wird im gesunden Organis-

mus die Krankheit wieder hervorgerufen.
4. Der gleiche Infektionserreger ist erneut aus demWirt isolierbar.

Koch entwickelte Nährmedien, z. B. Fleischextraktbouillon, die er anfänglich mit
Gelatine verfestigte, später mit Agar-Agar. Das kochsche Plattengussverfahren,
bis zum heutigen Tage in allen bakteriologischen Laboren angewandt, geht auf
ihn zurück.
Mikroorganismen werden in zwei eigenen taxonomischen Domänen zusam-

mengefasst (Bacteria und Archaea) und so von der Domäne Eukarya (Pilze, Tiere
und Pflanzen) abgehoben. Aufgrund des Zellaufbaus der Mikroorganismen wer-
den sie in Prokaryonten (Bakteria und Archaea; griech. bakteria= Stab; griech.
archaios= alt, ursprünglich) und Eukaryonten (Pilze, Hefen, Algen, Protozoen)
unterteilt.

1.2
Bedeutung

Die medizinische Mikrobiologie befasst sich mit der Erforschung der für Mensch
und Tier bedeutungsvollen Krankheitserreger, deren Lebensgewohnheiten und
Auswirkungen auf den menschlichen bzw. tierischen Organismus; sie beschäf-
tigt sich somit vorwiegend mit den obligat pathogenen (= in jedem Fall krank-
machenden) und den fakultativ pathogenen (=unter Umständen krankmachen-
den) Mikroorganismen, d. h. mit Keimen, die durch Zellzerstörung oder durch
Abgabe giftiger Stoffwechselprodukte als gefährlich oder als „Schädlinge“ anzu-
sehen sind. Mikroorganismen sind aber im Allgemeinen viel eher als „Nützlinge“
zu bezeichnen; ein biologisches Gleichgewicht ohne Mikroorganismen ist über-
haupt nicht möglich. Sie sorgen durch die Mineralisation von organischer Sub-
stanz (z. B. pflanzlichem Material) für eine Wiedergewinnung von Kohlenstoff,
Stickstoff, Schwefel, Phosphor usw., die dann erneut den Pflanzen zur Verfügung
stehen (Stoffkreisläufe). Im Magen-Darm-Trakt von Mensch und Tier kommen
den Mikroorganismen wichtige Funktionen bei Aufschluss und Verdauung der
Nahrung zu. AuchHaut und Schleimhäute derMenschen sind besiedelt. Zur Ver-
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deutlichung der Größenordnungen: Ein Mensch besteht aus ca. 1013 Zellen. Im
Magen-Darm-Trakt leben ca. 1014 und auf der Haut ca. 1012 Mikroorganismen,
die zusammen ca. 1,25 kg wiegen [4]. Damit beherbergt der menschliche Körper
mehr Mikroorganismen als er selbst an eigenen Zellen verfügt.
Mikroorganismen finden Anwendung in der Lebensmittelindustrie. Beispiele

dafür sind:

∙ Hefen bei der Fabrikation von Brot, Bier, Sake und Wein,
∙ Milchsäurebakterien bei der Herstellung von Joghurt, Kefir, Sauerkraut,

Salami,
∙ Essigsäurebakterien für die Zubereitung von Essig,
∙ Schimmelpilze bei der Käseproduktion (Gorgonzola, Roquefort usw.) und für

die Aufbereitung von Sojabohnen (in Ostasien).

Mikroorganismen werden eingesetzt zur Gewinnung von:

∙ Vitaminen,
∙ Aminosäuren,
∙ Hormonen,
∙ Steroiden,
∙ Enzymen, z. B. Amylasen (Stärkespaltung), Proteasen (Verdauung,

Ledergerbung),
∙ Lipasen (Fettspaltung), Pektinasen (Fruchtsaftklärung),
∙ Antibiotika,
∙ Alkoholen (Ethanol, Butanol, Butandiol, Glycerin usw.) und
∙ weiterenWirkstoffen, die zum Teil auch durch genetisch veränderte

Mikroorganismen produziert werden (z. B. Insulin).

Mikroorganismen sind bei der Aufbereitung vonAbwasser und derMüllkompos-
tierung unerlässlich.

1.3
Mikroorganismengruppen

Eine Übersicht über die verschiedenen Gruppierungen von Mikroorganismen
und über weitere Erreger von Infektionskrankheiten vermittelt Tab. 1.1. Mikro-
organismen sind mit bloßem Auge nicht sichtbar; für ihre Beobachtung benötigt
man ein Lichtmikroskop, im Falle der Viren – bis auf ganz wenige Ausnahmen –
ein noch stärker vergrößerndes Elektronenmikroskop.
Diemittlere Größe vonBakterien liegt zwischen 0,3 und 10 μm.DerDurchmes-

ser vonKokken, die zur Hautflora desMenschen gehören, beträgt ca. 1 μm. Denkt
man sich 500KokkendieserGröße aneinandergereiht, sowürde derDurchmesser
des Punktes am Satzende erreicht. Ein weiterer Größenvergleich: Ein Kopfhaar ist
ca. 40–120μm, imMittel 80 μm, dick (siehe Tab. 1.2). DasmenschlicheAuge kann
Gegenstände bis ca. 25 μm erkennen (Auflösungsvermögen).
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Tab. 1.1 Gruppen von Mikroorganismen und biologischen Agenzien.

Subzelluläre biologische Objekte Meist einzellige Lebewesen (Mikroorganismen)

Prionen Prokaryonten:
Viroide Eubakterien
Bakteriophagen Chlamydien
Viren Rickettsien

Mykoplasmen
Archaeen
Eukaryonten:
Pilze, Hefen, Algen, Protozoen

Tab. 1.2 Größenordnungen von Partikeln und von Zellen.

Zelle bzw. Partikel Größe

Eizelle (Vogel) Im Zentimeter-Bereich
(Straußenei: d = 15 cm)

Eizelle (Mensch) 200 μm
Menschliches Haar d = 40−120 μm, durchschnittlich 80 μm
Menschliche und tierische Zellen 20–30 μm
Menschlicher Erythrozyt 7,5 μm
Menschliche Samenzelle 6,5 μm lang
Pollen 7–100 μm
Staub 0,1–100 μm
Aerosol beim Niesen 10–300 μm
Protozoen 5–150 μm
Pilze 5–10 μm
Bakterien 0,3–10 μm
Nanobacterium equitum (Archaeon) 0,4 μm
Mykoplasmen 0,3–0,8 μm
Chlamydien 0,3–1,0 μm
Rickettsien 0,5–1,0 μm
Viren 0,016–2,0 μm
Viroide 2 × 40 nm
Makromoleküle 1–10 nm
Prionen < 5 nm
Atome 0,1 nm

d = Durchmesser.

DieWelt derMikroorganismen besteht aus den folgendenGruppierungen (wo-
bei es sich bei den folgenden ersten drei Gruppierungen nicht im eigentlichen
Sinn um Lebewesen handelt, sondern um biologische Agenzien).
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Prionen
Infektiöse Prionen PrPsc sind fehlgefaltete Formen eines kleinen (molare Masse
ca. 30 000Da) zellulären Glycoproteins. Die Fehlfaltung findet beim Rind zwi-
schen den Aminosäuren 121 und 230 statt und ist einem Proteaseverdau nicht
mehr zugänglich [5]. Den Namen leitete Stanley Prusiner von „proteinaceous in-
fectious particle“ ab [6]. PrPsc verursacht Erkrankungen bei Schafen und Ziegen
(engl. scrapie, dtsch. Traberkrankheit), Rindern bzw. Katzen (bovine bzw. feline
spongiforme Enzephalopathie=BSE bzw. FSE), Nerzen, Hirschen und Huftie-
ren. Auch derMensch kann infiziert werden (Kuru, Creutzfeldt-Jakob-Krankheit,
Gerstmann-Sträussler-Scheinker-Syndrom). Die Inkubationszeiten können viele
Jahre dauern. ImVerlauf dieser Erkrankungen zerfällt dasHirngewebe schwamm-
artig (= spongiform). BSE trat gegen Ende der 1980er-Jahre im größerenMaßstab
erstmals in Großbritannien auf, während Scrapie bereits seit mehr als 260 Jah-
ren bekannt ist [7]. Vermutlich wurden die Prionen über unzureichend erhitztes
Tiermehl, das PrPsc aus an Scrapie infizierten Schafen enthielt und das an Rinder
verfüttert wurde, übertragen.

Viroide
Viroide sind zirkuläre, einsträngige RNA-Moleküle von niedriger molarer Masse
(ca. 12 × 104 Da, ca. 360 Nukleotide). Die RNA ist „nackt“, d. h. nicht von Protein
umhüllt. Viroide verursachen Pflanzenkrankheiten, z. B. die Spindelknollensucht
der Kartoffel (potato spindle tuber viroid).

Viren
Viren (lat. virus=Gift, Schleim) sind überwiegend ultramikroskopische, obligate
Zellparasiten, die nur entweder DNA (z. B. Pockenvirus, Herpes simplex) oder
RNA (z. B. Grippe-, Schnupfen-, Tollwutviren) enthalten, keine Enzymsysteme
zur Energiegewinnung und keine Systeme zur Proteinsynthese aufweisen und in-
fizierte Wirtszellen zur Synthese der Virusbausteine veranlassen. Viren bestehen
mindestens aus einem nukleinsäurehaltigen Innenkörper und einem Protein-
mantel, Kapsid genannt. Sie können behüllt, d. h. mit einer Lipiddoppelschicht
umgeben sein (wie die Krankheitserreger von Pocken, Herpes, Masern, Grippe,
Tollwut, AIDS und SARS) oder unbehüllt sein (z. B. Erreger von Polio, Hepatitis
A, Schnupfen und Maul- und Klauenseuche). Das Polio-Virus lässt sich mit der
chemischen Summenformel C332 652H492 388N98 245O131 196P7501S2340 charakteri-
sieren [8]. Am 9.12.1979 erklärte die WHO die Welt als pockenfrei.
Die Größe der Viren variiert zwischen 20 nm (Picornaviren, Arboviren) und

2000nm (Pflanzenvirenwie das Citrus-Tristeza-Virus). Viren, die Bakterien befal-
len, heißen Bakteriophagen. Molekularbiologisch gut untersucht sind die T-Pha-
gen (Coli-Phagen); ihre Größe beträgt 70 nm× 200nm.
2003wurden großeViren inAmöben gefunden; sie wurdenMimiviren genannt.

MitGrößen bis 800nmsind sie imLichtmikroskop sichtbar [8]. DerNachweis von
Viren geschieht mithilfe von Gewebekulturen, Tierversuchen, Eikulturverfahren,
PCR und immunologischen Methoden. Bekannt sind zurzeit ungefähr 1500 Vi-
ren, von denen etwas mehr als 200 humanpathogen sind [9].


