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!!!摘要"!目的!建立一种复方地蒽酚软膏制剂的微生物限度检查方法" 方法!对本软膏的细菌)

霉菌)酵母菌及控制菌微生物限度检查法方法进行验证#验证试验进行 $ 次独立的平行验证试验#分别

计算各试验菌每次试验的回收率" 结果!平皿菌落计数法'常规法(#大肠埃希菌)金黄色葡萄球菌)白

色念珠菌和黑曲霉的回收率均达到 *%)以上$培养基稀释法#枯草芽孢杆菌的回收率达到 *%)以上"

结论!细菌数测定采用培养基稀释法$霉菌及酵母菌数测定采用常规法$控制菌检查采用常规法"

!!!关键词"!复方地蒽酚软膏$微生物$限度检查$验证
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!!复方地蒽酚软膏剂外用于局部治疗寻常型银屑

病%"2,&

" 该制剂前期进行了稳定性试验)质量控制及

动物皮肤安全性评价实验%$2/&等工作" ,中国药典-

,%"% 年版规定进行微生物限度检查法时应进行方

法学验证#这一要求完善了微生物限度检查研究的

内容#也保证实验的可靠性和准确性及检验结果的

完整性" 现参照文献#建立一种复方地蒽酚软膏制

剂的微生物限度检查方法#现将结果报告如下"

<=材料与方法

<><=材料

<><><!培养基及试药!复方地蒽酚软膏'规格.

/%KS瓶#本院制剂室提供($营养肉汤培养基)玫瑰

基金项目% 南京军区医学科技创新资助项目'%4MR"".(

作者简介% 杨宗学'"4'+2(#男#山东曹县人#本科#副主任药

师#从事药物制剂和药械管理

作者单位% "0,,,%/, 江苏连云港#解放军 ., 医院 "/4 临床

部药械科$,0,,,%/* 江苏连云港#江苏康缘药

业股份有限公司

红钠琼脂培养基)胆盐乳糖培养基)McQ培养基)靛

基质试液'由北京三药科技开发有限公司生产($营

养琼脂培养基)XH*&% 无菌氯化钠2蛋白胨缓冲液)

亚碲酸钠肉汤'由宜兴市永信生物有限公司生产($

聚山梨酯 .%'由南京威尔化工有限公司生产($单硬

脂酸甘油酯)司盘 .%'由国药集团化学试剂有限公

司生产("

<><>?!仪器设备!双人净化工作台) Il2OT2,k[

超净台#均由苏净集团安泰公司生产$水浴锅由通州

市泸通实验仪器厂生产$电热蒸汽压力消毒器由上

海三申医疗器械有限公司生产$5O2"' 套式恒温器

由浙江新华医疗器械厂生产"

<><>@!菌种!枯草芽孢杆菌 OMOO'R( +$'%" ''

代($金黄色葡萄球菌 OMOO'R(,+%%$'' 代($大肠

埃希菌OMOO'R(//"%,'' 代($白色念珠菌 OMOO

'k(4.%%"'' 代($黑曲霉 OMOO'k(4.%%$'' 代($

铜绿假单胞菌 OMOO'R("%"%/'' 代('均由江苏省

药品检验所提供("

<>?=方法
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<>?><!菌液制备方法%'&

!

!

取经 $*n培养 ". V

,/ (#金黄色葡萄球菌)大肠埃希菌)枯草芽孢杆菌)

铜绿假单胞菌的新鲜肉汤培养物 " #F#用 %&4)氯

化钠溶液稀释#制成含菌数为 '% V"%% OkcS#F的菌

悬液"

"

取经 ,'n培养 ". V,/ ( 的白色念珠菌的

新鲜培养物 "#F#用 %&4)氯化钠溶液稀释#制成含

菌数为 '% V"%% OkcS#F的菌悬液"

#

接种黑曲霉

的新鲜培养物至改良马丁琼脂斜面培养基上#培养

' V* E#加入 $ V' #F含 %&%' ) '#FS#F(聚山梨酯

.% 的 %&4 )氯化钠溶液#将孢子洗脱" 然后#采用

适宜的方法吸出孢子悬液至无菌试管内#用含 %&%'

)聚山梨酯 .% 的 %&4)氯化钠溶液制成含孢子数

'% V"%% OkcS#F的孢子悬液"

<>?>?!供试品溶液的制备!取 "% K复方地蒽酚软

膏#加入含融化的无菌司盘 .% ' K)单硬脂酸甘油酯

$K)聚山梨酯 .% "% K混合物的烧杯中#用无菌玻璃

棒搅拌均匀后#慢慢加入 /'n左右的 %&4)无菌氯

化钠溶液约 .%#F#充分乳化#以 '%% 转S#?C 速度离

心 $ #?C'离心半径 "'0.A#(#取上层乳白液作为

"o"%供试液" 用于细菌检查"

<>?>@!菌落计数方法的验证'常规法(!

!

试验

组.取供试液 " #F#分别注入 "% 个平皿中#再依次加

入大肠埃希菌)金黄色葡萄球菌)枯草芽孢杆菌)白

色念珠菌)黑曲霉 ' 种菌的菌悬液 " #F''% V"%%

OkcS#F(#每种菌平行制备 , 个平皿#立即倾注营养

琼脂培养基和玫瑰红钠琼脂培养基#分别置 $% V

$'n培养 $E和 ,$ V,.n培养 ' E"

"

菌液组.分别

取上述制备好的菌液 " #F注入平皿内#每种菌平行

制备 , 个平皿#测定所加的试验菌数"

#

供试品对

照组.取 "o"% 的供试液 " #F分别注入 / 个平皿#立

即倾注营养琼脂培养基和玫瑰红钠琼脂培养基#分

别置 $% V$'n培养 $ E和 ,$ V,.n培养 ' E" 测定

供试品本底菌数"

$

稀释剂对照组.取XH*&% 无菌

氯化钠2蛋白胨缓冲液替代供试品即可"

<>?>A!培养基稀释法%+&

!

!

试验组.取 "o"% 的供

试液 " #F分别注入 ' 个平皿内#每皿 %&, #F#将含

'% V"%% Okc的大肠埃希菌)枯草芽孢杆菌的菌悬

液 " #F#分别注入上述平皿中#平行制备 , 组数据#

立刻倾注 "' V,% #F营养琼脂培养基#培养并计数"

"

菌液组.分别取大肠埃希菌#枯草芽孢杆菌的菌悬

液 " #F注入 , 个平皿#立刻倾注 "' V,% #F营养琼

脂培养基#培养并计数"

#

供试品对照组.取 " #F

供试液分别注入 ' 个平皿内#每皿 %&, #F#平行制备

, 组#立刻倾注 "' V,% #F营养琼脂培养基#培养并

计数" 上述方法平行实验 $ 次"

<>?>D!控制菌检查方法的验证'常规法(!菌液制

备方法.取经培养 ". V,/ (#金黄色葡萄球菌)铜绿

假单胞菌的新鲜肉汤培养物 " #F#用 %&4)无菌氯

化钠溶液稀释#制成每 " #F含菌数为 "% V"%% Okc

的菌悬液"

<>?>D><!铜绿假单胞菌检查方法的验证!

!

制备

供试液与增菌培养.取供试液 "% #F分别接至 "%%

#F胆盐乳糖培养基 $ 瓶中#其中 " 瓶加验证菌株铜

绿假单胞菌 " #F'含菌数为 "% V"%% Okc#作为供试

品验证组($ " 瓶加阴性菌对照验证菌株大肠埃希

菌 " #F'含菌数为 "% V"%% Okc#作为阴性菌对照

组(#" 瓶加与供试液等量的稀释液作为阴性对照#

将 $ 瓶置 $% V$'n培养 ". V,/ (#必要时可延至 /.

("

"

取上述培养物#划线接种于溴化十六烷基三甲

铵琼脂培养基的平板上#培养 ". V,/ (" 铜绿假单

胞菌典型菌落呈扁平)无定形)周边扩散)表面湿润#

灰白色#周围时有蓝绿色素扩散" 如平板上无菌落

生长或生长的菌落与上述菌落特征不符#判供试品

未检出铜绿假单胞菌"

<>?>D>?!金黄色葡萄球菌检查方法的验证!

!

制

备供试液与增菌培养!取供试液 "% #F分别接至

"%% #F亚碲酸钠肉汤培养基 $ 瓶中#其中 " 瓶加验

证菌株金黄色葡萄球菌 " #F'含菌数为 "% V"%%

Okc#作为供试品验证组($ " 瓶加阴性菌对照验证

菌株大肠埃希菌 " #F'含菌数为 "% V"%% Okc#作为

阴性菌对照组(#" 瓶加与供试液等量的稀释液作为

阴性对照#将 $ 瓶置 $% V$'n培养 ". V,/ (#必要

时可延至 /. ("

"

取上述培养物#划线接种于甘露

醇氯化钠琼脂培养基的平板上#培养 ,/ V*, (" 若

平板上呈典型菌落金黄色#圆形凸起#边缘整齐#外

围有黄色环#菌落直径 %&* V" ###为金黄色葡萄球

菌" 若平板上无菌落生长或生长的菌落不同于典型

菌落特征#判供试品未检出金黄色葡萄球菌"

?=结=果

?><=常规法的验证结果!复方地蒽酚软膏用平皿

菌落计数法#三次独立的平行试验中大肠埃希菌#金

黄色葡萄球菌#白色念珠菌和黑曲霉的回收率均达

到了 *%)#说明该方法用于大肠埃希菌#金黄色葡

萄球菌#白色念珠菌和黑曲霉计数结果是准确的$但

枯草芽孢杆菌平均回收率约为 "+&/)#见表 ""

?>?=培养基稀释法的验证结果!复方地蒽酚软膏

用培养基稀释法进行枯草芽孢杆菌的回收率测定#

枯草芽孢杆菌的回收率达到了 *%)#说明用该方法

测定复方地蒽酚软膏的细菌数是有效的"
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表 "!复方地蒽酚软膏细菌(霉菌和酵母菌回收率的测定#常规法$

菌种类型 试验次数
试验组

'Okc(

菌液组

'Okc(

供试品对照组

'Okc(

稀释剂对照组

'Okc(

回收率')(

试验组S菌液组

大肠埃希菌

" *" *4 % % .4&4

, '/ +$ % % .'&*

$ +' *, % % 4%&$

金黄色葡萄球菌

" +4 *, % % 4'&.

, +' ." % % .%&"

$ +$ *+ % % .,&4

枯草芽孢杆菌

" "$ ." % % "+&%

, "% +" % % "+&/

$ "" +' % % "+&4

白色念珠菌

" +" *% % % .*&"

, *4 .$ % % 4'&,

$ ++ *' % % ..&%

黑曲霉

" '' +" % % 4"&,

, +, *, % % .+&"

$ '. +* % % .+&+

?>@=控制菌检查方法的验证结果!铜绿假单胞菌

之供试品验证组有菌生长$阴性菌对照组无菌生长$

培养时间为 ,/ (#温度为 $% V$'n" 金黄色葡萄球

菌之供试品验证组有菌生长$阴性菌对照组无菌生

长$培养时间为 *, (#温度为 $% V$'n"

?>A=控制菌验证结果分析!$ 批供试品每次验证

在供试品试验组)阴性对照组验证结果之间均无差

异#所有结果一致#该法可检出供试品中的控制菌"

证明常规法用于控制菌检查#方法准确)可行"

@=讨=论

中药制剂的微生物限度检查通常按常规的药品

卫生检验方法进行细菌和霉菌计数" 由于中成药是

含有多种成分的复合制剂#其中任何成分具有抑菌

作用均可影响微生物限度检查的准确性%*&

" 经验

证试验#复方地蒽酚软膏的细菌数测定宜采用培养

基稀释法检测#霉菌及酵母菌数测定宜用常规法检

测#控制菌检查宜常规法检测"

复方地蒽酚软膏为非水溶性供试品#为了得到

符合检验要求的供试液#添加稀释剂和乳化剂#为了

排除此类物品对微生物的检出的影响#还应建立稀

释剂对照组#以确定加入的稀释剂对微生物的生存

是否有影响#是否会影响供试品的检查"

在验证过程中#发现用常规法进行霉菌和酵母

菌计数是准确可靠的#但是对枯草芽孢杆菌有较强

的抑制作用#说明本品含有抑制枯草芽孢杆菌的成

分#因此不能采用常规法进行细菌计数#要采用培养

基稀释法对这种试验菌进一步验证" 结果发现用培

养基稀释法#枯草芽孢杆菌的回收率高于 *%)#结

果符合标准#因此可用培养基稀释法测定细菌数量#

结果准确可靠#符合有关规定要求%.&

"
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