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別 添

4.05 Microbi010gical ExaminatiOn Of Non… sterile PiOducts

θZaコ″ 虎)reaご asttws.

Ths chapter hcludes Tnlcrobial enumeration tests and tests fOr speciied micrO‐ Orgaisms.
FOr the test,use a nl■xture of several portiOns selected at random iOm the blllk Or iOm the

contents of a su“ にient number ofcOntaihers.Iftest sp,cimens are dttuteo wth auid medium,
the test shOuld be perforIIlled quickly.In perfOrmlng the test,precautiOns lllust be taken tO

prevent biohazard

I.Microbio10gical ExaminatiOn OfNon‐ sterile PrOducts:Microbial Enl17neration Tests
These tёsts arё  harmonized pnth the Eurcllean PharmacopOeia and the U.S_PharlnacOpeia.

l lntrOduction                                                 ´
The tests desc五bed hereater wlll al10w quantLadve enumeratiOn ofmesOphilic bacteria
and ind which may gЮ w under aerobic cOnditiOns.
The tests are designed prinlar」 y to deterll■lne whethei a substance Or preparition comphes
with an estabLshed specttation」 br lnicrobio10gical quality.Ⅵ■en used fOr such purposes
follow the instructions glven bё low,includhg the numb6r Ofsamples tO be taken ind
interpret the results as stated be10w

The lnethOds are not applicable tO prOducts cOntnining v■able J庄お rO‐ Organisms as active
ingredients.

Alternitive■nicrObi01ogtal procedures,including autolllated lnethods,Inay be used,
pro宙dbd that their equivalence to the Pharmacopoeial methOd has been demOnstrated.

2 General Procedllres

Carry Out the deterlrlinadOn under cOndtions designed tO avOid ext五 nsic IIrllcrobial
contamlnatおn ofthe product tO be examined.The precautions taken tO avdd conta並 natiOn
must be such thatthey do nOt attect any micro・ organisms which are tO be revealed in the test.
Ifthe produdt tO be examined has animicrobial acti宙ty,this is insofar as possible rerrLOVed
or neutralized lfinaCtlvatOrs are used for this purpose thei efEcacy and their absence of

to対city for lnicro‐ organisms must be demOnstrated
lf surface‐ active substances are used for sample preparation,thelr absence OftO対

city for
micro‐ organisms and thei compatttility witll inact市 ator.s used must be demOnstrated.

3 Enullleration MethOds

pr鳳 llw庸 儡 計 lm躍 撃 1き蹴 l譴祖 ∬111甜 嶽 甜

=鳳

蘊
,

however,for certain prOdlct groups with very low biOburden,it lnay be the rr10st appropriate

method.
The chOice of a lnethOd is based on factOrs such as the nature ofthe product and the

requtted hnlit Of nlicro‐ organisms.The lnethod chOsen must anow testing Of a sulEcient
sample‐ size tojudge cOmphance with the spec五 catiOn.The suitability Of the chOsen lnethod
must be estabttshed_

4G■owth PromotiOn Test,su■ tability of the COuntinき Method and Negative COntr01s
4‐ l General cOnsidera饉 Ons
The abihty7 0fthe test tO detect micro― organlsms in the presence ofproduct tO be teξ ted
must be established

Suitabihty must be cOnhmed ra change in testing perfo.Щ nnce,Or the pFoduct,which may
attect the outcOme Of the test is intrOduced
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4‐2 Preparation oftest stra血

Use standardised stable suspensions oftest strains or prepare as stated below

Seed lot culture rrldntenancё  techniques(seed・lot systems)are used so that the viable

rrlicro‐ organisms used for inoculation are not ttore than 5 passages removed iom the original

mastor seed‐ lot.Glow each ofthe bacterial and ingaltest strains separately as described in

Table 4.05‐ I‐ 1

Use bЦ艶
“
ご,dium出 ■遣eフリわ″θ soh″囲 ′〃 Z θor ρ力θψ乃′″わ口麗 rsふ″ο″ノ〃 π2

to llllake test suspensions;to suspend/4.n■ gerspores,0_05 per cent Ofpolysorbate 80 may be

added to the buffer_Use the suspensions withn 2 h or withL■ 24 h ifstored at 2-8° C_As an

alternative to preparing and then d■ luting a fresh suspension of vegetative cells ofИ .コ′Fror
lλ sυらι量,a stable spore suspension is prepared and then an appropriate volume ofthe spore
suspension is used for testinoculatbn The stable spore suspension may be mahta■ ned at 2-

8°C for a validated period oftime

Tnil● 4.05‐ 1・l PrcFlarelio● and uso oF losi nlcro・ orga■li,単 s
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ミヽ ユ:rettt,■d
ll10111aS 1011nt

srarhッ凛 に 澪

′″昴
“

●S

slch as ATCC
6538,NCIMB
9513)CIP 4.83 or
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={!聾
″′脚「
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9455
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4‐ 3 Negative control

To ve」取 testhg COnditお ns a negat市 e controlis performed using the chosen dユ uent in

place ofthe test preparation.There FlluSt be no growth of micro― orgattisms.ノ nヽegative control

is also performed when testing the products as described under 5.A failed negative control

requires an investigation_
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4‐4 Growth promothn ofthelneと a
Test each batch Ofready・ prepared nlediun■ and each batch Ofmedium,prepared either」 lom
dehydrated med■ um Or fl・ Olll the ingredients descrtted.
L∝dtte p∝ ion■h郎ご“動″腸′;舞」1霊

饉and鰍
艦よ[雀北:き″With a Small number(not more than 10o cFUl

40,It ushga wpam"p∝ tぉⅢhte Ofmed蹴
亀∬Lilli縦謝槻::Shろοtta″ピゼθxぬηsθ arrwlth a smau number

micro‐ organisms indicated in Table 4.05‐
1‐ 1,using a separate plate ofmedium for each.

Incubatё in the cOnditiOns desc五 bed in Table 4 05‐ I‐ 1.
For s。 lid media,grOwth Obtained lnust nOt dttr by a factOr greater than 2士 Om the
calculated value fOr a standardized inOculum.For a■estt prepared hocululrt,grOwth Ofthe

alil:蓄l:」苦[ifmI]:滉 ::t.at pre宙
。usly obtained、vith a previOusly tested and

th量出∬器∬譜 鶏ざf[摯密導t∬主fi器£奮ll樹蹴網誌盟
t°

4‐5 Suitabihty ofthe c01lntmg lnethOd in the presence ofproduct

4-5‐ l PreparatiOn ofthe sample

The lnethOd fOr sample preparatiOn depends On thё
 physical characterlstics Ofthe product

to be tested.If nOne Ofthe proё edures descttbed be10w can be demOnstrated to be satisfactOry,
an alternative prOcedure inust be developed.

Ⅳaterd″施 D_sごυο換■_Diss01ve Or dnite(usualy a lin 10 d■ lutおn is prepared)the prOduct

躙 舞 竹鮒 捌 挽 懲 筋 %ぢlil凛 鑑 留 ぎ 、協 er
d■luttOns,where necessary,are prepared with the same d■ luent_

訛 留 雀留 絡 貯 :脇 競 篇 胤 饉 場 蹴 T考 1鵬 麓 Ъ肝
°

s磁石睦 ′″ z20r“sein sの2ろθ
`“
玉gesιん0励.A surface― act市e agent such as l g/L of

PolysOrbate 80 may be added tO assist the suspension OfpoOrly wettable substances.If

necessary adiust to pH 6-8 Further d量 utiOns,where nece,sary,are prepared with the same
d■uent
fbιけ′″どZκ女升_Disttive in isopropyl my五 state,ster五 zed by壼 Itration or nlix the product tO
be examined with the minimum necessary quantity Ofsterユ e pOlysorbate 80 or al10ther
non‐ inhibitOry ster遇e surface‐ active reagent,heated if necessary to notinOre than 40° C,Or in
exceptional cases tO nOt nЮ re than 45° C.M破 cttefuuy and r necessary IIlalnt.・lin the
temperature in a water‐ bath.Add suttcient Ofthe pre‐ warmed chOsen diuenttO make a l h
10 diutton ofthe Original product M丘 careiny wbdst mttntdning the temperature for the
shortest tilne necessary for the fOrmation Of an emulsiOn.Further serial tenfOld duutions lnay

be prepared using the chOsen dlluent cOntaining a suitable,Oncentratbn of ster」 b
polysOrbate 80 or anOther nOn‐ inhibitOry sterlle surfaceLaCtiVe reagent.
FIu通sοrsOLdsコη2θ

“
OS″ Far―Asepticany transfer the product mtO a membrane mter

apparatus or a Ster・ le cOntainer for further sampling.Use either the tOtal contents Or a

deSned number ofmetered dOs6s ttOm each ofthe cOntЯ lners tested.
Lnsdema′′′

"り
θ,■lemove the prOted市 e cover sheets(`release hneF)Ofthe trЯ nsdermal

patCles and Place theln,adhesive side upwards,on sterile glass Or plastic trays.COver the

adhesNssurface with sterユ e pOrOus lnatettal,for example sterilё  gauze,tO prevent the
patches from stichng together,and transfer the patches tO a suitable vOlume Ofthe chOsen

dttuent containing inact市 ators such as POlyso■ ate 80 and/or lecithin.Shake the preparatiOn
vigorously fOr at least 30 1nin.

4‐ 5‐ 2 1nocl■latiOn and d■ utiOn
Add tO the sample prepared as described abOve(4‐

5‐ 1)and tO a cOnt■・ol(寺ith nO test
material included)a sufEcient,Ohme Ofthe micrObial suspOnsiOn to Obtah an hoculum Of

not more than loo CFU.The v01ume Ofthe suspensiOn ofthe inoculum shOuld not eК
eed l
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per cent ofthe volume of dユ uted product_

To demonstrate acceptable m■crobialrecovew LOm the product,the lowest possible d■ lutlon

factor ofthe prepared sample lnust be used for the test.IVllere this is not possible due to

antinncrobial activity or poor solubility,further appropriate protocols lllust be developed.

Ifinhibition ofgrowth by the sample cannOt Othe「 Ⅳise be avoided,the ahquot ofthe

microbial suspenslon lnay be added a■ er neutra五 zation,dilution or iltratlon

4‐ 5‐3 NeutraliZation/rerrloval of antlmlcrobial acd宙 ty

The numbe■ ofmiCro‐ organisms recovered fL・ Om the prepared sample dttuted as described h

4‐ 5‐ 2 and incubated fol10wing the procedure descttbed in 4‐ 5-4,is compared to th9 number of

mlcro‐orga五 sn■s recovered frolrl the control preparation.

If growth is inhibited(reduction by a factor greater than 2),then mOditt the prOcedure for

the particular enumeration test to ensure the vahdity ofthe results.Nlod五 cation ofthe

procedure may include,for example,(1)an hcrease in the volume ofthe diluent or culture

mediul■l,(2)incorporation of a speciflc or general neutrahzing agents into the d■ uent,(3)

membrane mttation orに )a combhation ofthe above measures
ハbυιra五五ng agent―NeutraLzing agents may be used to neutralize the act■ v■ty of

antimlcrobial agents lTable 4 05‐ I-2)They・nay be added to the chosen d■ luent or the medium

preferably before ster五 zation.If used,thett elicacy and thei absence ofto対 city for

n■icrO・ orga五 sms IIrlust be demonstrated by carn7ing out a blank w■th neutralizer and without

prOduct

lf no sultable neutrahzhg lnethod can be found,it can be assumed that the fa■ lure to isolate

the inoculated orgadsm is attributable to the microbicidal aci、 ity ofthe product Tlis

information sen/es to indicate that the ardcle is not hkely to be cOntaminated with the g市 en

species ofthe lnicro‐ organism However,it is possible that the product only inhdbits some of

the micro‐ organisms specttOd hereh,but does not inhlbit others not included amongst the

test strains Or fOr which the latter are not representative Then,perfOrm the test、 ′ith the

highest dttutbn factor compatible with lnicrobial growth and the spec五 c acceptance crtenon.

1■ teFering sltbs:ュ ll●
=

Polentol nelllraliall摯 .=en15ノ Int・tl,。こ

Gl●回 dchyde,Mercttrinls Sodlum bydrottm sulic(SOdtutt bisuIFtt●

Phenolics,Alcobd,Aldchb・ des,sOrb“ Dilution

メddehydos Gl"lll●

い atCrnllryノ輛
"●
●illrm Componllas(QA3),

Parabズ rorybttZ●atos Carsbms),

BIs‐bi」ご■コidい

QAC,Para秋知S,1●d稀 POl,SOFbate

Mer●●●als Thioglycollョ t●

MtrcIIfa臆 =HJogelN:Aldch7d“
Thiosulfate

EDTA ede,tey Mg or Caions

4‐ 5‐ 4 Retovery of micro‐ organlSnl h the presence ofproduct

For each of the llllicro‐ organisms listed in Table 4_05‐ I‐ 1,separate tests are perforlned Only

micro― organiSms ofthe added test strain are counted_

4-5‐4-l MembraneJコ tration
Use rlllembrane」 ヨters having a nominal pore size nOt greater than O_45111m.The type of

ilter rnaterialis chosen in such a way that the bacteria‐ retahing e■ iclency is not attbcted by

T・able 4.OS‐ 1‐2 Colllmon neutralttng agcIIts/mottod for intuForing substancos
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the components ofthe sample to be investigated.  For each of the lllicro‐Organisms listed in
Table 4.05‐ I‐ 1,One inembrane」 ]ter is used.

6埋∬島[淵il『I獣蹴:淵茸:=竃≧ま縄:■総ょ器31各乱蹴塁のb
the membrane mteF,mter immediatellr and rinse the membrane mter with an appropriate
volume of d■ uent.

For the determinatiOn oftOtal aerobic micrObial c9unt lTANIC),transfer the membrane

alter to the sur● ce Of“ Seinsり′みの24"S`′″五For the deterllllnation Of tOtal combined
yeasts/mOulds cOunt l― c)transtr the lnembrane tO the surface Of Sabο lzra′ご―dexmse
2μ  lncubate the plates as indicated in Table 4.05‐ I-l PerforIIIL the COuning.

4‐ 5‐4‐2 Plate‐ oount nlethods

PerfOrllll plate‐ cOunt llllethods at least in duplicate for each lnediuIIl and use the mean count

of the result.

4‐ 5-4-2-l P011■‐plate lnethOd

For Petri dishes 9 cm in diameter,add tO the dish l mL ofthe sample prepared as described

under 4‐ 5‐ lto 4‐ 5‐ 3 and 15-20 mT.Of ο′sa24だんン2ろθ′コご老esι agarOr 6bbο ttaυご‐aしx″ηsθ
agaぅ both lnedia being at not llllore than 45° C.Iflarger Petri dishes are used,the a五 〇unt Of
agar medhm is increased accordingly.For each ofthe micro organisms hsted h Table

4.05‐ I‐ 1,at least 2 Petri dishes are used

lncubate the plates as indicated in Table 4.05‐ I‐ 1.Take the arithmetic lnean ofthe counts
per medium and calculate the number Of CFU in the OriJhal hOculum.

4‐ 5‐ 4‐2‐2 Surhce‐ spread lnethod

For Petn dishes 9 cIILIn diameter,add 15-2o mL of`asemsο
ァαらθatt di"s`2gar Or

腸 bο tta口ご‐Jθx"sθ agarat about 45°C to each Pet五 磁sh a■da■OW tO Solidi取 .Iflarger Petri
dishes are used,the vOlume ofthe agar is increased accOrdingly Dり the plates,for ex―ple
in a larrlinar‐ aむflow cabinet or in an incubator For each ofthe lnicro‐ Organ■.slrrls listed in
Table 4.05‐ I‐ 1,at least 2 Peむ idLshes are used.Spread a ttleasured volume Of notless than O.1
mT′ ofthO san■ple prepared as described under 4-5‐ lt0 4‐ 5‐3 ovei the surface ofthe medium.
Incubate and count as prescr■ bed under 4‐ 5‐ 4‐ 2‐ 1.

4‐ 5‐4‐ 3 ⅣIost‐ probable‐ nllmber O唖 PD method
The precision and accuracy ofthe lVEPN methOd is lesも than that Ofthe=nembrnnё  iltration
method or the platecOunt lnethod UnreLable results are obtained particularl17 for the

enumeration ofmoulds.For these reasons the 1/1PN method is reserved fOr the enumeration

ofTANIC in sttuations where no other mし thOd is avaユable lfthe use ofthe method isjust遜 おd,
proceed as fOuOws.                 

′

Prepare a series of at least 3 serialtenfOld diutbns Ofthe prOduct as described under 4-5‐ 1
to 4‐ 5‐ 3 Frollt each leve1 0f d通 utiOn,3 aliquots Of l g or l mT,are used to inoculate 3 tubes
with 9-10 mL ofa′sem ε

"a bθ

2″ 通

"s′
わ
“
フz力 If necessary a surface‐ active agent such as

Polysorbate 80,or an hact市 ator OfantimirObial agents may be added tO the medhm.Thus,
if 3 1evels of dilution are prepared 9 tubes are hOculated

lncubate all tubes at 30-35° C fOr nOt u■ ore than 3 days_Ifreadhg ofthe res■ llts is dil五 cult
or■lncertaln owing to the nature Ofthe prOduct tO be examined,subculture in the same brOth,

or aasein saya bθ a″ i■

"θ
ιaF4 for l-2 days at the same temperature and use these results.

DetermlnO the lnost probable number ofmlcrO‐ Organisms per gra1311 or minlliter of the prOduct
to be exalllllined iollll Table 4 05-I-3

4‐6 Results and interpretation

Ⅵ■en“riサing the sutabihty ofthe membrane iltra■ On methOd Or the plate― cOunt methOd,
a llllean count ofany ofthe test Organisms not d」 田ering by a factor greater than 2■om the
value of the control de5コ ed h 4‐ 5・2 in the absence ofthe product lnust be obtalned.When
Veritting the suitabiity ofthe MPN method the calculated val■ le from the inOculum must be
within 95 per cent cOnidence hlnits ofthe results Obtahed with the cOntrol.
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Ifthe above crite五a cannot be lnet fOr one or lnorO ofthe organisms tested with any ofthe

described lnethods,the inethod and test conditions that come closest to the criteria are used

to test the product_

5 Testing ofProducお

5-l Amount used for the test

Unless othen″ise prescribed,use 10 g or 10 mL ofthe prOduct to be examined taken with

the precautions referred to above For fluids or sohds in aerosol form,san■ ple 10 containers

For transdermal patches,sample 10 patches.

The amount to be tested lllay be reduced ibr active substances that will be formulatcd in the

fouowing COnditions:the amount per dosage unit(e.g.tablet,capsule,inlection)iS less than or

equal to l lng or the amount per gram or rllilliliter(for preparations not presented in dOse

uits)is less than l lng.In thesさ cases,the amount ofsample tO be tested is notless than the

amount presentin 10 dosage units or 10 g or 10品 ofthe product

For materials used as active substances where sample quantlty is hHlited or batch size is

e対remely sman(1_e_lessthan 1000 mL Or 1000 g),the amOunttested shau be l per cent Ofth9

batch unless a lesser amount is prescribed oriuStilfied and autho五 sed.

For products where the total number ofentitiesin a batch is less than 200 6 g_samples

used i clhical trlals),the sample size may be reduced to 2 uits,or l unit r the size is less

than 100.

Select the sample(s)at randOm“ m the bu■ material or from the ava■ able containers of

the preparation_To obttt the requied quantity,mix the contents of a suttcieFlt number of

containers to provide the sample_

5‐ 2 Examinat■on ofthe product

5‐ 2‐l Membrane mtration
Use aJユtration apparatus designed to allow the transfer ofthe lmter to the lnedium.

Prcpare the sarnple ushg a rrlethod that has been shown suitable as described in section 4

and transfer the appropnate amount tb each of 2 membrane filters and mter immediately.
VVash each fnter following the procedure shown to be suitable.

For the deternlination ofTA■ IC,transfer one ofthe lnembrane filters to the surface of

εasein sり′ろθθコdiges′ ′μ  For the deterIIlinatbn oflヽ鳳νIC,transfer the other membrane

to the surface of 5レ ろοtta"ご‐ごθxねっsθ ′♂′二Incubate the plate of aasem sり 2わθ′コ
`カ
ンsι agar

at 30-35° C for 3-5 days and the plate of Sabο こra2ご‐■e式rosθ ′♂2rat 20-25°C for 5-7
days.Calculate the number of CFU per grarn Or per lll皿 五tre ofproduct_

1ヽ'Ъen exalxlinlllg transdermal patches,filter 10 per cent ofthe volume ofthe preparation

descrlbed under 4‐ 5‐ l separately through each of 2 sterne mter membranes.Transfer one

membrane to“ sθtt ε
`ソ
a bθ′コdirs′ ′♂′rfOr TAMC and the other membrane tο

Shろο2ra“ど‐Jθχぬηse agarfor ln日 vIC.

5‐ 2-2 Plate‐ co・lnt nlethods

5‐ 2-2‐ l Pour―plate Frlethod

Prepare the sample using a lnethod that has been shown to be suitable as descnbed in

section 4.Prepare for each meぬurn atleast 2 Petrl dishes for each level of d■lutiOn.Incubate

the plates of σasθコ2 sο/a bθ221け
'ι
agar at 30-35° C for 3-5 days and the plates of

50bο 2ra″ど―どθxカヮsθ ′」arat 20-25° C for 5-7 days_Select the plates corresponding to a
given d■lution and showing the l五 ghest number ofcolon■esless than 250 for TAMC and 50 for

TWTIC.Take the arithmetic lllllean per culture medium ofthe counts and calculate the number

of CFU per graln or per lnillihtre ofproduct.

5‐ 2‐ 2-2 Surface‐ spread lnethod

Prepare the sample using a lnethod that has been shown to be suitable as descibed in

section 4 Prepare at least 2 Petri dishes for each mediun■ and each level bf dilution.For

incubation and calculation ofthe number of CFU prOceed as described for the pour‐ plate

method
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5-2-3 Ⅳlost―probible‐number llllethod
Prepare and tulutさ the sample using a methOd that has been shown to be sultable as
described in section 4.Incubate an tubes for 3-5 days at 30-35° C.Subculture rnecessary,
using the procedure shOwn tO be suitable.Record for each level of d週 utton the number of
tubes shOwing IIuc■ obial growth.Determine the most probable number OflnicrO‐ Orgalusms
per graln or millilitre Ofthe product tO be examhed J■ om Table 4.05‐ I‐ 3.

5‐ 3 1nterpretation ofthe results

The total aerobic microbttlcount lTAL10 is considered to be equalto the number of CFU

fOund using“ sam s`ソ 2ろ
“
″二
"S′
′g′J ifcolonies of ingi are detected On this mediu■

ll,

they are counted as part Of TttIC.The tOtal combined yeasts/mouldcOunt mC)is
considered to be equalto the number of CFU fOund using Sttbο ara17ご‐dextЮse r2θaJ ifcolonles
ofbacteria are detected On this lnediulll,they are counted as part OfTヽ■/1C.Wben the rlw■rlc
is expected to exceed the acceptance criterion due to the bacte五 al growth,

■ ろοtta″どJθxttsθ agarcontaillling antibiOtts lnay be used.Ifthe countis carried Out by the
LIPN method the calculated value is the TAMC

When an acceptance criterion for microbb10dcal quahty is prescribed it is inte⊇ reted as
follows:

-101 CFU:maximum acceptable count=20,
_lo2 cFU:maximum acceptable∞ unt=200,
_lo3 cFU:max■ Inuln acceptable cOunt=2000,and so forth_
The recOmmended s01utiOis and media are descrlbed in■ sr6・ Far ψ θc五eど
″′

“

0,電留″ S“a
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Tab:● 4.0,13 Mos,probab」 c‐Itunbcr valu∝ of mlcroゃrganlSlns

Ob゛ rTed colllbi",1'|ぃ、OF●11"beぃ ol l● b●s
shorin■ groWlh in cIIch Ыt

MPN perl● r
per ttlL or prod,こ :

95,er ctll,
con“d=re umiトNOinじ |す oF£ or lnI′ Or prOdtlct,cr lllbe

o ml

Lぃs than 3 0-94
0 , 3 0_1-9.S

1 3 0.1-10

1 1 1_2-17

62 1.2-17

0 9,4 3.5-35

1 0 02-17
1 : 1 2-17

: 4… 3,

1 1 1_3-20

: 1 1 4-3,
1 0 4‐ 3,

1 1 5・・38

』 5-38

'.2
].5-35

: 4‐・35

20 5-38

1 0 4■ 38

1 1 20 5-38

1 2 9-94

,― ■3

: ,-94
2 9-94
0 29 9-94

I 9-94
0 5-94
1 9_104

64 16-181

: 0 9-181

1 1 17-1"
1 11“) 30-360

l 160 30-38o

0 ,3 18-360

l 150 30-380

2 30-400

2 290 90-990

3 3 240 40-990

3 3 1

`60
90-19鉤

3 3 1100 2∞ -4000

3 3 Mor● ホal1 1 100

Ⅱ_Microbiolo」 cal Examinaion of Non‐ sterlle PrOducts:Tests for Speci■ ed
Micro‐ orgallusIIls

These tests are harmonized with the European Pharmacopoeia and the U S_Pharmacopeia

l lntroduct■ on
The tests described herearter win a■ 。w determination ofthe absence ol or limited

occurrence of spectted microorganisms、vhich may be detected under the cOnditbns

descrlbed

The tests are designed prilnanly to dё ternline whether a substance or preparation complles
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with an established specttcatお n for lnicrObi。 logical quah"r.｀ Vhen used for such purposes
fO110w the instructbns given below,hcludhg the number Ofsamples to be taken and

hterpret the results as stated below.

Alternative microbi)]。 gical procedures,Including autOmated lllethods ulay be used,

pro宙ded that their equivalence to the Phttmacopoeial method has becn demonst■・ated

2 General Procedures
The preparation ofsamples is carried out as desc五 bed in LIicrclbial enumeration tests.
Ifthe product tO be examined has antimicrObial acti宙 ty,this is insOfar as pOssお le removed
or neutralized as described inノ Z]`濶οtta′ θ″υ″emttο″zわs′a
lf surface‐ act 、゙substances are used for simple preparation,their absence of toxicity for

nlicro―organlsms and thei compatibllity、 vth inactivators used IIlust be demonstrated as
described in Mο励 ′′θコ′塑e職″ο

“
ιesrs

3 Growth Promoting Яnd I面bil。珂r PrOperties Ofthe Media,Suitabnity ofth6 Test and
Negative ControL
The ab■サ Ofthe test tO detect micro―orga五 sms in the presence ofthe product lo be tested
must be estabLもhed.Suitabttity lnust be con5imed if a change in testing performance,or the
product,which lnay attect the outcome of the test is introduced

3-l Preparation oftest strams                            I
Use standardised stable suspensions oftest strains or prepare as stated below.Seed lot

culture maintenance techniques(seed‐ lot system● are used so that the宙 able
microorganisms used for inoculation are not lnore thin 5 passages removed lttolln the origコ nal
nlaster seed・ lot.

3-1‐ l Aerobic micro‐ Organlsnls

Grow each ofthe bacterial test strains separately in cOntainors contnining ι′5θ2η Sの2みθ2zI
あレ9S′ bЮtt or On“semsの2 bθ2″ ■itts`2z″rat 30-35°C for 18-24 hours.Grow the test
strtt for ι場″didaa力

"b′

″s separately on 6レ ルοtta“ど‐こe血Oseagaror in Sレ bοtta口′‐こe競Юse
brott at 20-25° C for 2-3 dayS.
出″島あω

“
″Sa“
““
such as ATCC 6538,NCIMB 9518,CIP 4 83 or blBRC 13276,

Pse″まomο′′s′θr“♂塑
“
asuCh as ATCC 9027,NCコVIB 8626,CIP 82.118 or NBRC 13275,

EschαJοJりh ca″ such as ATCC 8739,NCILB 8545,CIP 53.126 or■ lBRC 3972,
S´」bο″山 θ辺腱ricasubsp.θコte五σa serovar Typlimurium such as ATCC 14028 or,as an
alternative,

Sahο″邑 aθコ
“

五ε′subsp.θコ
"五
σ′serovar Abony such as mRC 100797,NCTC 6017 or

CIP 80.39,

0コ dida′おica22S SuCh as ATCC lo231,NCPF 3179,IP 48.72 or blBRC 1594.
Use bυコ勧でどsοdr″2c出 ridePqριonθ s″口″οコ′〃 πθOr′五Э甲力a"bロコ蜂r so■uttοコ′〃 Z2
to make test suspendons.Use the suspensbns,7itlin 2 ho■ lrs Or within 24 hours r stOred at 2
-8° C.

3‐ 1‐2 Clostridia

Use 6k澪″ゴ
`″

,′ "`PЭrogena.9such as ATCC l1437 KNBRC 14293,NCIMB 12343,CIP
100651)or ATCC 194041NmC 532 or CIP 79.3).Grow the c10stridhltest strah under
anaerobic condidons in 3α 力

"ら
ば
`θ
′ヱコθdiumFar 6コοθし■通iaat 30.35° C for 24-48 hours.As an

alternative to preparhg and then dttuting down a■ esh suspension ofvegetative cens of ιヱ
qρο″gθコes,a stable spore suspension is used fOr test inoculat10n.The stable spore suspension

may be llllant血 ed at 2-8,C for a vaLdated perbd.

3-2 Negative control

To verゴシtesting ConditiOns a negative contrOl is performed ishg the cl■ osen dlluent h
place Of the test preparatlon.nere must be no growth ofllrlic■ 0‐organisms A negative control
is also performed when testing the products as described under 4 A failed negative cohtrol

requies an investigatiOn
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3-3 Growth promodoll and inibttory properties ofthe lnetta

Test each batch ofready・ prepared lnediuln and each batch Of mediurll prepared either iom

de町drated medl■lrl1 0r iom ingredients.
Veritt Suitable properties ofrelevant media as descrlbed in Table 4.05‐Ⅱ・1.         、
■ sι丘どgη,ⅣthprοコοttgpДυertiett Di7“ 」〆コθdゴ2:inoculate a pordon ofthe apprOpriate
medium with a smau number(nOt more than 100 CF0 0fthe appropriate microorgal■ ism
lnc■lbate at the spec五 ed temperature ibr not nlore than the shortest per■ od of tinle speciied

h the test Clearし viSIble growth ofthe micro‐ organism comparable to that pre宙 ously
obtained with a pre宙 ously tested and approved batch of mediurrl occurs.

■ ,ι Fa2・事SИ′泌ノロOmοttgpttpe琵 Jθtt s泌ピ″θd通:perform surface‐ spread method,
hoculathg each plate wtth a small number 6ot mOre than 100 CFU)ofthe apprOpriate
nlicro― organism.Incubate at the speciied temperature for not lllllore than the shortest pe五 〇d
of tillne spec五 ed in the test Growth ofthe rnicro‐ organism 9omparable to that pre、 風ously
obtained with a,pre宙 ously tested and approved batch of mediun1 0ccurs

■ sι Fa2‐カカゴ房′ο2yρ″フ副 eら 五g″J″ α sottd″θこF′:inoculate the appropriate medium wih

at least 100 CFU ofthe appropriate llnicro‐ organism_Incubate at the spec五 ed temperature l
fOr nOt less than the longest period of tilne spec五 ed in the test_No growth ofthe test

mlcro‐ organlsIIrl occurs_

7bsι Far力こmaiF´θprのe五e」 perform surhce‐ spread nlethod,inoculathg each plate with a
smau number(not more than 100 CFU)ofthe appropriate micro‐ orga五 sm.Incubate at the
spedied temperature for a period oftime withn the range spec五 ed in the test_Colonies are
comparable h appearance and indicatbn reactions tO those pre宙 。usly‐ obtained with a
pre宙ously tested and approved batch of medium

3‐ 4 Suitability ofthe test method

For each product to be tested perfornl sample preparatiOn as described in the relevant

paragraph in section 4.Add each test strttn at the tilne ofmlxlng,in the presc五 bed grOwth
medium lnoculate the test stralns hdividu』 い Use a number oflmcro‐ organisms equ市 alent
to not more than 100 CFU in the inoculated test preparation.

Perform the test as descttbed in the relevant pararaph in sectiOn 4 ushg the shOrtest

incubaion pe五od presc五 bed.
The spectted micro‐ organisms must be detected with the indication reactions as described

in section 4_

Any antimicrobial activ■ ty ofthe prodllct necessitates a modiicatiOn of the test procedure

(sec 4‐ 5‐ 3 ofユをし,っah′ zLυコen瀕
“
Ls′Э

Iffor a g市en product the antimlcrobial acti宙 ty wth respectto a micro‐ organism for which
testing is pres9ribed cannot be neutraLsed,then itis to be assumed that the inhib比 ed
IIllicro・ orga五 sm will not be presentin the product

4 Testing ofProducts

4‐ l Bne‐ tolerant gran■‐negaive bacte五 a
4‐ 1‐ l Sample preparathn and pre‐ incubation

Prepare a sample using a l in 10 dttuion ofnOtless than l g ofthe product tO be exalllined

as desc五bed in,物蘭οコοbia′θコ
“
コarattO″ ιesttL but ushg οaseJ"`口 ya bθa22 iirS`braヵ L as the

chosen diluent,nlix and incubate at 20-25°C for a time suttcient tO resusctate the bacte五 a
but not suttcient to encourage multlphcation ofthe organisms ttsualし 2 hours but nOt more
than 5 hours)_

4‐ 1‐2 Test for absence

Unlёss othepwise prescribed use the volume corresponding to l g ofthe product,as

preparcd in 4‐ 1‐ l to inoculate θ″しerobaθιetta θ赫
"θ
″ι br。ぁり恥 sse■_Incubate at 30-35° C

for 24-48 hours_Subculture on plates of力 ab`“ごbtteghcOse a″二Incubate at 30-35° C
for 18-24 hours
The product complies with the testifthere is no ro、 vth OfCO10nies
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を1‐3 Quanttative test

4‐ 1‐3-l Selectlon and subcdtllre

lnOculate suitable quantities of― ″ιetta α面あコa22′ bЮ泌施 ″With the

l∬8耐Fξ誂 精 咄 it温讐 洗 計 品 詐 翻 讐 粗:器盤 盟
t譜
:柵 lllttlT:∫

-35° C for 24-48 hours.Subc■ llture each ofthe cultures On a plate of■de`″ご
"eノ
acOSe

agar.Incubate at 30-35° C for 18-24 hours.

4‐ 1‐3-2 1nterpretation

GrOwth ofcolonies constitutes a positive result.Note the smanest quantity ofthe Pipduct

that gives a pOsidve result and the largest quantiサ that g市es a negat市 e result.Determine
■om Table 4 05‐ II‐ 2 the prObable number ofbacteria_

4‐2腸οZθ″ι麗盪θ漬
4‐ 2‐ l Sample preparation and pre‐ incubation
Prepare a sample using a l in 10 dlludon of notless than l g ofthё  product to be exallnined
as desc五 bedin Л石漏 af θttEmem″ο″

"s,sand use 10 mT,Or the quandty correspondhg t0 1g or l五L to inoculate a suitable amOunt(determined as described under 3‐ O of“sθ
“
sでυ2

み
“
′dittsι 施 亀 m破 and hcubate at 30-35° C for 18-24 hours.

4‐ 2‐ 2 Selectiol■ and subcultllre

Shake the cOnt」ner,transfer l mT,Of″ 動 s`ソa bθ 2コ iiges`bЮ
"t01oo mL of腸 οιb"上θ/brO力L and incubate at 42-44° C for 24-48 hours.Subculture On a plate of′Иbο‐

のュムQraFFat 30-35° C fOr 18-72 hours.

4‐ 2‐ 3 1nterpretaion

GrOwth of colonies indicates the pOssible presence of 2■ α″L ThsisconSImed by
ident五cation tests.
The product comphes vハ th the test ifno colonies are present or rthe identittcatiOn tests are
negative.

4-3S,lmollena
4‐ 3‐ l Sample preparation and pre― hcubatiOn
Prepare the producttO be exammed as described inル Garο戯″ en122凍attο″tes`s and use
the quantity cOrrespOllding tO not less than 10 g Or 10 1nL tO inoculate a suitable amount

Oetermined as descnbed under 3‐ 41 of“sem sのηわθ2コ ■iges`bJり励,m五 and incubate at 30
-359C for 18-24 hours.

4‐ 3‐2 Selec6on and subculture

Transfer O.l mT,Of“ sθtt sの2ろ
"″
泌ン sι b“泌 t。 lo mLOfRψ ttα′路 j』レ″b

5をあ ο′eua θコ」め 2コθ″
`brott and incubate at 30-35°

C for 18-24 hours.Subculture on
plates of」  οSら 恥 inら ゴθοηで力。■a"aF4 1ncubate at 30-35° C ibr 18-48 hours.

4‐ 3‐ 3 1nterpretation

The possible presence of Sa乃
"a22e五
aiSindtated by the grOwth Ofwen‐ developed,red

colonies,with or withOut black centres.This is conirmed by idendicatお n tests.
The product cOmphes with the test rcolonies Ofthe types desc五 bed are n6t present or ifthe
con3rmatory identiication tests are negative.

4‐ 4P6・a″こoma21as aarЦ押 osa
4‐ 4‐ l Sample preparation and pre‐ incubation
Prepare a sampb using a l in 10 diutiOn Ofnotless than l g Ofthe producttO be exanlined

as described in」シリ
“
οbih′ en“″eraゴο″ιθsιs and lse 10 mL or the quantity corresponding t0 1

gorl mL toi■ loculate a suitable amOunt(determhed as desり lbed under 3-4)of“ sθ
“
s喫

ろθ′″■itts汐 助り

“

and lrl■ x.Ⅵ■en testing transdermal patcheS,mter the,olume Ofsample
correspondhg to l patch ofthe preparation descrlbed in iう

"bi″
θヵ22θコ塑″●72たsお (4‐ 5‐ 1)

through a sterile fllter membrane and place in 100 mL Of“ seln sり′らθ′燿diges`んっ泌
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Incubate at 30-35° C for 18-24 hours.

4‐ 4‐ 2 Selection and subculture

Subculture on a plate of σθtrimiaθ a″rand incubate at 30-35° C for 18-72 hours

4‐ 4‐ 3 1nterpretaion

∈ owth of colonies indicates the pOssible presence of 21′ θr■snOsa ThiSis confrmed by
identiicat■ on tests.

The product comphes、vith the test ifcolonies are not present or■ fthe conirmatOry
ident五cation tests are negative_

4・5&?ら あω
““
a ttθ

“4‐ 5‐ l Sample preparatbn and Pre‐ incubaion
Prepare a sample using a l in 10 dllution of notless than l g ofthe prOduct to be examined

as described in 2磁 麟σ]ο冴レ′ez2こmeな源ο″
"s`s and use 10 111L or the quantity cOrresponding to lg or l mL to inodulate a suitable amount(determindd as described under 3‐ ィ0 0f casθェコsο″

ろθa″ a,どθ
`′
加 ιとand homogendse_Ⅵ■en test■l■g transdermal patches,丘 lter the v01ume of

sample corresponding t。 l patch ofthe preparation described in Marο tta′ ena″enttοコ
"sttjO‐5-1)through a sterile mter membraxle and place in 100 mL of“ sem9γa bθ′コ■iges′ わり励

Incubate at 30-35° C for 18-24 hours

4‐ 5‐ 2 Selection and subculture

Subculture on a plate Of″ ′コ刀2ιダ Sa′′agarand incubite at 30-35°C for 18-72 hours.

4‐5-3 1nterpretation

The possible presence of61 2υ rθυsis indtated by the grOwth ofyeuow/whte colodes
surrounded by a yellow zone.Thls is conirmed by ident過 cation tests.
The product complies wlth the test rc。 1。nies ofthe types desc五bed are not present or■ fthe
con― atory identiScatお n tests are negative.

4-6 Clost五 dia

4‐ 6‐ l Sample preparathn and heat treatment
Prepare a sample using a lin 10 diution lwLh a minimum total volume Of20 mL)of not
lessthan 2 g or 2 n■L ofthe productto be examil■ ed as described in ttθ ttaf enこmera″οコ

"sι
a
Di、えde the sample into b″ o portions ofat least 10 111L.Heat l portion at 80° C ibr 10 111in and

coolrapidly DO not heat thし other portion

4‐6-2 Selection and subcultllre

Use 10 1nL or the quantity corresponding to l g or l mL ofthe prOduct to be examined of

both portbns to inoculate suLable amOunts(determined as descttbed under 3‐ O ofRαLι
“
θ′

dosjrr″
““
″θご
““
 Incubate under anaerobic cOnditions at 30-35° C for 48 hours.俎er

incubation,Ixlake subcultures iom each container on 30■umノ
"′

′g′rand intubate under
anaerobic conditions at 30-35° C for 48-72 hours.

4‐ 6‐ 3 1nterpretation

The cκcurrence of anaerobt growth ofrods(with Or without endOspores)g■ v.ng a negaive
catalase reaction indicates the presence of`コ θs開置b_This is cOnttrmed by identificadOn tests.
The product comp■ es,7ith the test ifcolonた s ofthe t,Tes described are nOt present or ifthe

conirmatory identicatiOn tests are negative.

4‐7じaコ渚aレ ′ヵ%a,"s
4‐7-l Sample preparation and pre‐ lncubadon
Prepare the product tO be exanlilled as described in』∠jσttοЬiaノθコυ″era″ο″ιθsJs・ and use 10
mL or the quantity correspondillg to nOtless than l g or l mL to inOculate 100 1nL of

Saろο崚aυご―dettro・9θ bЮ′力and ln董 Incubate at 30-35° C for 3‐ 5 days.

4‐ 7‐ 2 Selectton and subculture

Subculture on a plate of`bら ο
=a12ご
‐dextЮse agar and incubate at 30-35° C for 24-48
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hours

4-7‐3 1nterpretation

Growth ofwhite c。 lonies may indicate the presence of a′ ′らヵ′″s This is cOnSttnled by
identittcation tests.

The product cOmphes wih the test lfsuch cOlonies are nclt present or■ fthe cOninnatOry
ide■t五Ca“ n tests are negative.

動 θおⅡO″ing“οガ∽ 力g市
`nFaribrmattm_5 Recornmended Solu」 bns and Cul慣ごe Me“a

The following soluions and culture lnedia have been ibund satisfactOry fOr the purpOses fOr

whidh they are presc五 bed in the test for IIlicrobial contallllinatiOn in the PharmacOpoeia.
Other inedia may be used prOvided that theむ Suitab五ty can be demonstrated.

S"ο力b“」er sO■uttο
".Transfer 34 g ofpotassiunl dihydrogen phOsphate to a looo lnL

volumetric flask,dissO市 ein 500 mL ofpu五五ed water,adiustto pH 7.2■ 0.2 with sodLum
貯 dro対de,add puriied watё r td vOlume and ll■ LX.Dispense in cOntalners and ste五 lize.StOre
at a temperature of 2-8° C

動 呼 五′
"わ
慶髪,sab赫 ′〃 z2

Prepare a mlxture ofpuri■ed water and stock buヨ6er solution(800:l VVl and ste五 五をe.

ヨu能reご″dium cЫ昴 depυね口θ sO■u石爾′〃 πθ
Potassiunl dttdrogen phosphate
Disodiunl hydrogen phosphate dellydrate

Sodiulll chlo五de

PeptOne(moat or caseinD

Puritted water

Sterihze in an autoclave using a vahdated cycle.

ιレSa力2'0メαわθan4どeS′ brO泌
Pancreaic digest ofcaseh
Papaic digest ofsoya bean

Sodiun■ ch10rlde

Dlpotasslum hbrdrOgen phosphate

GlucOse monohydrate
Puritted water

3.6g
 ヽ  7.2 g equivalentto o.067n■Ol phOsphate
4.3g
l.Og
1000 mL

170g
3.Og

Attust the pH sO that ater steriLatiOn itis 7.3± 0 2 at25° C Sterittze h an autOclave using
a validated cycle.

6bsθ″1コッ′みθa辺 どを,s′ ag″
Pancreatic digest Ofcasein

Papat digest OfsOya bean
Sodiulll cl■ 10ride

Agar
Purifbd water
Attust the pH sO that after sterittzatiOn it is 7 3■ 0.2 at25° C.Sterllize in an autOclave using
a validattd cycle.

6後bο ttra″ご‐dextrOse agar

Glucose 40.Og
Mixture ofpeptic ligest Ofanimal issue and pancreatic digest Ofcaseh(1:1)  lo.og
Agar 15.Og
Purifbd water 1000 mL
AdJust the pII sO that after ster週izatiOn it is 5.6± 0 2 at25° C.SteriLtte in an autOclave using
a validated cycle.

5.Og
2.5g ・

25g
1000 1nT,

15.Og
50g
5.Og
150g
1000 mL
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Jb虎2`bおx加 se agar
lnfusion iOllll potatoes

Glucose
Agar
Pu五■ed water
Adlust the pH sO that ater steriizatiOn itis 5 6■ 0 2 at25° C.Sterinze in an autoclave using
a vaLdated cycle_

5乞うοttaυご‐ごθx″οsθ bЮ泌

Glucose 20.Og
ルlixture Ofpeptic digest ofanilnal tissue and pancreatic digest Ofcasein(1:1)   lo o g

Pu■■led water 1000 1nL
Ad」ustthe pH so that ater ster五zatiOn it is 5 6■ 0.2 at 25° C SteribzO in an autOclave using
a validated cycle.

助 ιarοろ′ιte五2θ″″し力″θ′
`bЮ
ムをブレらssa′

Pancreatic digest Of gelatin

GlucOse lnonohydrate

Dehydrated ox blle

Potassiunl d■hydrogen phosphate
DisOdiunl hydrogen phosphate dehydrate
Brilhant green

Purilled water
Attust the pH so that after heating lt is 7_2■ 0.2 at 25° C.Heat at 1009C fOr 30 1nin and cO。 1
immediately.

隆de′′θ′b」eg■u∞se agar
Yeast extract

Pancreauc digest of gelatin

Bne salts

Sodium ch10ride

Glucose lnOnohydrate
Agar
Neutral red

Crystal violet

Pu五■ed water

Attust the pH so that after heathg itis 7.4■ 0 2 at25°C.Heat tO bO遇血gi do nOt heatin an
autoclave

200g
200g
150g
1000 mL

100g
50g
20_Og
20g
80g
15 mg
1000 mL

3.Og
7.Og
15g
50g
100g
150g
30111g

211111g

1000 mL

″レθの 」●″ろ"泌Pancreatic ёugest of gelatin

LactOse lnonohydrate
Dehydrated ox b遇 e
Bromocres。 l purple
Pu罰血ed water

20.Og
10_Og
5_0き

10 mg
10001111L

170g
3.Og
10.Og
50g
15g
135g
30 1ng

Adiust the pII so that ater ster」 izatiOn it is 7 3± 0.2 at 25° C.Sterihze in an autOclave using
a validated cycle

滋 θの ュよe/′♂ar
Pancreatic digest of gelatin

Peptones(meat and caseinl
Lactose lnonohydrate

Sodiulll chbride

B■le salts

Agar
Neutral red
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J虻buSt the pH so that ater ster五 zation it is 7.1■ 0.2 at 25° C.BOil fOr l min with cOnstallt
shaking then sterilize in an autoclave ushg a validated cycle.

2′PP′′αι ttss山2置sS後力毀ο″eLこ菫■と五塑
“
′b■o励

Soya peptone
WIIagnesium ch10ride hexahydratO

SodiuIIxl cll10ride

Dゎ。tassium hydrogep pho.sphate
Potassiurrl dihydrogen phosphate
plalachite green

Pu五ied water
DissOlve,war五ng slightly.Sterilize in an autoclave using a validated cycle,at a
temperature not exceedil■g l15° C_The pH isto be 5.2■ 0.2 at 25° C ater heathg and
autOcla価 g.

Iガaseげぶ ら法,οッι力め た■7r

Crystal vllolet

Puriied water

Xy10se
L―bFshe
Lacわse monohydrate
SucrOse
Sodium chlo五 de

Yeast extract

Phen。l red

Agar
Sodiunl deoxycholate

Sodiunl thiOsulfate

Ammodum tton(ⅡI)citrate
Purifed、vater

l llllg

1000 1nL

45g
29.Og

80g
04g
06g
361111g

1000 mL

35g
5_Og
75g
7.5g
5.Og
30g

i      80 1ng
13.5g
25g
6.3g
O.8g
1000 mL

Adlust the pH so that after heating tt is 7.4■ 0 2 at25。 C.Heat to boihng,coOl to 50° C and
pour in女 )Pebd dishes´ DO not heatin an autoclave.

の ぼ轟 dearr
Pancreatic digest of gelatin

Wlagnesium chloride

D■otasShm sulfate
Cetrilnne
Agar
Ptlriied water

Gしcerol
Heat to bo■ng for l min wth shaking.AdJust the pH so that after sterilizathn itis 7 2± 02
at 25°C.Sterllize in an autOclave using a vahdated cycle.

ルら″″ito■
"ル
′gar

Pancreatt digest of caselll

Peptic digest of aコ umal tissue

Beef extract

D・Mannitol
Sodiurrl chloride

Agar
Phenol red
Puri■ed water

Heat to bo■ lingわrl mi.l wth shahng AdJust the pH so that ater sterilizatiOn itis 7.4■ 02
at 25°C Ster」 ize in an autoclave ushg a vattda"d cycle_

20.Og
l.4g

10.Og
O.3g
13.6g
1000 mL
100 mL

5.Og
5.Og
10g
100g
750g
150g
25 1ng

1000 mL
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ReLん″θご
“
θご″″ J,3■os壼蔽

Beef extract

PeptOne
Yeast extract
Soluble starch

GlucOse monolvdrate
Cysteine hydrochloride

SodiuIIll ch10五 de

Sodium acetate
Agar
Pur■fled water

10.Og
10.Og
3.Og
l.Og
50g
O.5g
50g
30g
05g     '
1000 mL

10.Og
5_Og
3.Og
50g
l.Og
5.Og
10.O gto 15 0 g

1000 mL

H37drate the agar,dissOlve by heating to bOhg wih cOninuous st■ rring.If necessary,

adiuSt the pH sO that alter ste」 五zation it is about 6 8■ 0 2 at25° C.Sterllize in an autoclave

using a validated cycle

ω 2″bia′gar
Pancreatic digest Of casein

Meat peptic dlgest

Heart pancreatic digest

Yeast extract

Corn starch

Sodium chloride

Agar,■ccording to gelhng power

Puri■ed water

Hydrate the agar,dissolve by heating to bo週 ing with continuous stlrring.If necessary,

attuSt the pII so that ater sternizatlon it is 7 3±0.2 at 25° C.Sterユize in an autoclave ushg a

validated cycle._4uow to c。 。lto 45-50° C;add,wherё  necess町,gentalIIncin sulfate
correspondhg to 20 1xlg of gentamicin base and pour into Pet五 こshes.
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4.06 Ste五 lity Test

θZangeわ
“

′ご′5勧 ″,f

This test is harmo五 zed、vtth the EШ opean Pharmacoppeia and the U_S.Pharmacopeia.

The test is applied tO substances, preparations or articles which, accOrding tO the
Pharlrlacopoeia,are requlred to be sterile.Howeve■ a satisLctOry result only hdicates that
no contallllinating inicr。「OrganisIIl has been fOund in the sanlple exalllined in the conditiOns Of
the test.

1.Precalltions against mlcrobial cOntammattbn

The test ibr ste五 lity is carried Out under aseptic conditiOns ln order to achieve such
condtiOns,the test envttonment has to be adapted tO the way in whlch the ster■ ty test is
perfOrmed.The precautionstaken tO avoid contaminatiOn are such thatthey do nOt a“ Эct any
llllicrO・ Organisms which are tO be revealed in the test.The wOrling cOndidOns in which the
tests are performed are rl10nitored regularly by apprOpriate s― phng ofthe wOrking area and
by carrying out appropriate cOntrols.

2.Culture lnedia and incubation temperatures

2.1.IntroductiOn

Media fOr the test may be prepared is descr■ ed below,Or equivalent cOmmercial media may
be used pro宙 ded thatthey cOmply with the growth promodon test.

The f0110wing culture media have been foind tO be suitable for the test for sterihty.Fluid

thiOgしcOllate iedlum is primariy intended for the culture Of anaerobic bacteria;however,it

will alsO detect aerobic bacter五 .Soya‐ bean casein digest lllledium is suitable for the culture of
both fttngi and aerobic bacte五 a

2.2.Fluid thioglycOuate llledium

Fluid tLttglycOllate meぬ um
L‐ Cystine

Agar
Sodiullll ch10ride

Glucose monoLydrate/anhydrOus
Yeast extract(water‐ sOluble)

Pancreati digest Of casё in

Sodiuln thioglycOl」 ate or

Thioglycomc acid

Resazu五 n sodium solution_(lin looo),fI・ eshly prepared
Water
lpH after sterilization 7 1■ 0.2)

05g
O.75g
2.5g

5.5ノ 5.Og
50g
15.Og
O.5g
03 mL
10 mL
1000 mL

19/28



lvI破 the L‐ cystine,agar,sodium cl■loride,glucose,water―soluble yeast extract and pancreatic

digest of casein with water,and heat until solution is e36ected DissOlve the sodium

tluoglycouate or thioglycollic acid in the solution and,ゴ necessav,add sodiuIIll hydro対 de TS
so that,a■er sterllizatlon,the solution wJtt have a pII of 7 1± 02.Ifiltration is necessary,

heat the solution again wlthout bollhg and Jユ ter while hot through xllloistened ilter paper

Add the resazur■ n sodium solution(l h 1000),m五 and place the medium in suitable vessels

which providё  a ratio ofsurface to depth oflnedium such that not lnore than the upper half of

the nlediullll has undergone a colour change indtative ofoxygen uptake at the end ofthe

incubation period.Sterihze ushg a vahdated process_If the lnediurn is stOred,store at a

temperature between 2・ C and 25° C in a ster.le,tight cOntail■ er lf more than the upper

one‐ tbdrd of the lnediunl has acquむ ed a pink colour,the lnedium may be restored once by

heating the contalners in a water‐ bath or in free‐flowing stealll untll the pink colour

disappears and cooling quickly,taking care to prevent the i五 troduction of non― sterie att into

the container_Do nOt use the llllediuIII foi a longer storage period than has been vahdated

Fluid thiogし COnate lnedium is to be incubated at 30‐ 35° C.

For products containing a lnercurial preservative that cannot be tested by the

membrane‐ 壬ヨtratlon method,fluid thioglycollate rrledium mcubated at 20‐ 25°C may be used
hstead ofsoya‐bean casein digest lnediulrl prov■ded thatit has been validated as deSCribed in

growth promotibn test.

ヽヽLere prescrlbed or justttied and authorized,the fol10wing alternative thiOgllycollate

medium might be used_Prepare a m破 ture havLg the same composition as that ofthe ttuid
thioglycollat,mediun■ ,but ollxlitting the agar and the resazuttn sodiulll solution(l in lo00),
ster■lize as directed above The pH ater steriLzation is 7_1■ 02.Heatin a、 vater bath P五 or to
use and incubate at 30・ 35° C under anaerbbic condtions.

2_3.Soya― bean case■Il digest lnedium

Soya―bean casein digest lnedium

Pancreatic digest 6f casein

Papaic digest of soya‐bean lneal

Sodium chloride

Dlpotassium hydrogen phosphate
Glucose monOhydrate/anh57drOuS
WVater

●Ha■ er ste五五zat■on 7_3■ 0_2)

Disso市e the solids in water,warming slightly to e」ect solution.Cool the s01utiOn to room

temperature.Add sodiuIIl hydrOxide TS,if necessary,so that atter sterihzation the solution

w」肛have a pH of7 3■ 0.2F■lter,■f necessary,to Clarlfy,distribute into suitable vessels and

sterllize using a vahdated process.Store at a temporature between 2° C and 25°C in a sterie

tight contaher,unless it is intended for ilxllnediate use.Do not use the l■ led■um fOr a longer

sto■ age period than has been vahdated.

Soya―bean casein digest lnedium is to be incubated at 20-25° C

3.Suitab五 17 0fthe culture II■ed■um

The media used comp137 with the following tests,carried out before or in paranel with the

test on the product to be exal■lined.

Ste=Шty

170g
3.Og
5.Og
2.5g

2_5ノ 23g
1000 mT,
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Incubate portions ofthe meと a for 14 days No growth ofrnicio‐ organisms Occurs.

Growth promOtion test of aerobes,anaerobes and ttmgi

Test each b～ Ch Ofready― preparea medium and each batch Ofmedium preptted either fi‐ om
dehydrated meぬ u五 〇r iOm hgreと ents.Sutable strahs Of micro‐ organisis are Ldicated in
Table 4 06‐ 1.

InOculate portiOns Ofadd thiogし collate medium with a small number(nOt mOre than 100
CFI⊃ ofthe fOuowing micrO‐ Organisms,using a separate portion of medium fOr each Ofthe
fouowing Species Of micrO‐ Organism:`コ

“

力百″ ″コ9″ ο″ gθ″θ易 ′bθロゴοttο″ョS aθrЦanosa,
鈎 ノ々カCOCCtrs a“

“
a

lnoculate pOrtiOns Of sOya‐bean caseh digest medhm with a smau number(not mOre than
100 CFI⊃ ofthe fOuowhg micro‐Organisms,using a separate portion Ofmedium fOr each ofthe
following・species of micrO・ Orga五 sm:И身,〕rttS″″♂24β2ιゴルs sυみdt(乃コdida a駐a辺,
Incubate ibr nOt more than 3 days in the case ofbacteria and not n10re than 5 days in the

case ofingi

Seed lot culture lllaintenance techniques(seed‐ lot systems)are used sO thatthe v■ able
micro‐ Organisms used fOrinoculation are not more than ive passages removed iOm the
O五」nal masttr seed‐ lot

The media are suitable if a clearly宙 slble growth Ofthe micro‐ organisms occurs

Table 4.06‐ 1-_ `Iιン2」Ls aFι ttθ tts`ゴ
“
ο

“

′z2S″SS″2ιableFar asθ  2燿 ιみθ
働ο″泌ル出 ο″ぁ ■,`′ガ 必θИ ,泌οどsご″b″ヶ 2s′

展 robic bacterla

Sttψカメぶοοοιο″s2“F″s      ATCC 6538,hIBRC 13276,CIP 4.83,NCTC lo788,

NCIPIB 9518
Jacカリυs sυ力じ通s          ATCC 6633,NBRC 3134,CIP 52.62,NCIIIB 8054

Pse12ごοコリロas 23ru騨Osa    ATCc 9027,NBRC 13275,NCI1711B 8626,CIP 82.118

Anaerobic bacte五um
θたな翻 茜レ

“
ψ幣 コθS     ATCC 19404,NBRC 14293,CIP 79 3,NCTC 532,

ATCC l1437

Fungi

ι,コ dida2ZιJa222S

И事,3rが■■us′99r

ATCC 10231,blBRC 1594,IP 48.72,NCPF 3179

ATCC 16404,NBRC 9455,IP 1431.83,IL質 149007

4.Method suitab量サ test                      l

Carry out a test as described be10w under Test fOr sterittty of the p■ Oduct tO be exanlined
ushg exactly the same methOds eК ept for the fOllowing mOdittcatiOns

PIembrane fntration

出 er transferring the content of the cOntaher or cOntainers tO be tes"d tO the membrane
add an inoculum ofa small number ofviable micrO― Organisms(not mOre than 100 CFU)tO the
inal portion of ster■ le diluent used tO rinse the ttlte■

Direct缶■Ocl■■tbn
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After transferrhg the contents of the container or cOntainers to be tested tO the culture

medium add an inoculllm Of a sian number of viablo micrO‐ Organisms(nOt mOre than
100 CFO tothe medium

ln both cases use the same micro・ organisms as thOse described above under Growth
promotion test Of aerObes,anaerobes and ind_PCrfOrm a『 Owth promOt■ on test as a positi“
control.Incubate an the containers cOntanlu■ g IInedium fOr nOt lnore than 5 days

lf clearly visible growth of micro‐ organisIIlls is obtined atter the illcubation,visuany

comparablc tO that in the control vessё l without product,either the prOduct possesses no

antilnicrObial activity under thc cOndit10ns ofthe test or such activity has been satisfactOruy

elilllinated_The test for sternity llllay then be carried out withOut fllrther lllodiication.

If clearly visible growth is nOt Obtained in the presence ofthc prOduct to be tested,vlsuany

comparable to that in the control vessels withOut prOduct,the prOduct pOssesses ant17nicrObttd

actl■■ty that has not been satisfactOrily eliminated under the cOnditiOns ofthe test.IIodifシ the
conditions in order to ehminate the antimlcrbbial activ■ ty and repeat the lnethod suitabll■ ty
test_

This lnethod suitabihty is perfOrmed:

a)  when the test for stermty has tO be carried out on a new product;
b)  whenever there is a change in the expeimentalcondLiOns ofthe test

The method suitab■lity may be performed simultaneously with the Test for sterity ofthe
product to be examined

5.Test for stedity ofthe product to be examined

5_1.Introduction

The test may be carried Out using the technique of membrane fdtration or by di℃ ct
inoculation of the culture Ёedia with the product to be examined. Appropriate negative
controls are included.The technique Of lnembrane filtratiOn is used whenever the natuie Of

the product permits,that is, for futerable aqueous preparations, fOr alcoholic or o彎
preparations and fOr preparations misc■ le wth or soluble h aqueOus or oily solvents pro宙 ded
these s01vents do nOt have an antimlcrobial e」bct in the cOnditbns Ofthe test.

5.2.1江 embrane mtrat.。 n

Use membrane mters having a nominal pOre size not greater than O.45 μm whose
e」ectN、ness to retaln IIIlicro‐ organisms has been established Cenulose nitrate mterS, for
example,are used for aqueous,oily and"eaklv alcohOlic sOlutiOns and ceuulose acetate aters,

fOr eXallllple,for strongly alcoholic sOlutions.Specially adapted alters may be necded for
certain products,eg_for antibiotics

The techl■ lque described below assumes that lnembranes about 50 mn■ in diameter win be
used.If fllters of a di“ erent diameter are used the volumes Ofthe dllutiOns and the washings

should be adjusted accordingly The Jコ tratiOn apparatus and】 nembrane are sterュ ized by
appropriate lllleans.The apparatus is designed sO that the solution tO be exallllined can be

intrOduced and」 コtered under aseptic conditiOnsi it pernlits the aseptic rbmOval ofthe

membrane for transfer to the lnediunl or it is suitable fOr carryhg Out thさ incubatiOn after
adding the lnediuIIl to the apparatus ltsel■

Aqueous sOlut■ ons
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If apprOp五ate,tll・ansfer a small quantity of a sutable,sterne d■ uentsuch as a l g/L
heutral solution Of meat Or casein peptone pI1 7.1■ 0.2 onto the xllembrane in the apparatus
and ttlter.The d■ luent lnay contah suitable neutralizing substances and/or apprOp五 ate
ina9tiVai■lg substances for example in the case Of antibiOtics.

Transfer the cOntents ofthe cOnta■ Iter or cont五 ners to be tested to the IIIlembrane Or
membranes,if necessary ater dilutlng to the volume used in the methOd sutability test with

the chOsen sterile dlluent but ia any case using nOt less than the quantities ofthe prOduct to be

examined prescribed h Table 4 06‐ 2.Fttter imllrlediately lf the product has andmicrObial
properties,wash the llllembrane ttot less than three tilllles by lntering thrOugh it each tilne the

volume ofthe chOsen sterヨe dttuent used in the lnethod suttabnity test.Do nOt exceed a
wasl■ing cycle of 5 times loo mL perttLer,even r du五 ng methOd suLabity it has been
demonstl・ated that such a cycle does nOt illy eliminate the antimlcrobial acti宙 ty.Transfer
the whOle membrane tO the culture medium or cutit asepticany int。 柿 O equal parts and
transtr one halftO each Of加 O suitable media.Ise the same volume ofeachlllledillm as in the
nlethod suitabi比 y test_41terl■atively,transfer the lnediulrl onto the lnembrane in the
apparatus_Incubate the xllledia Jbr nOt less than 14 days.

Table 4 06‐ 2-― LIlinimum qunndty to be used for each mediulll

Quantlty per container
L71inhum quantity tO be used fOr each
med■um unless Otherwise jus● 出ed and

authorised

Lg置を

―lessthan l mL:

一l-40 mL:

_greater thnn 40 mL and nOt greater than

100 mT,

一

「

eater than loo mT,:

ハmtibiOtiC hquids

The whOle contents ofeach cOtttaher

Har the contents of each cOntalner but
notless than l mT,

20 mL

10 per cent of the cOntents Of the
conta■ ner but not less than 20 TnT,

l mL

Insoluble   preparations,   creams   and
ointmeits to be suspended Or eЩulsied

Use the contents of each cOntaher to

PrO宙de nOt less tha11200雫 g

Sohds

一loss than 50 111g

-50 nlg or llrlore but less than 300 1111g

-300 mg-5g

―greater than 5 g

The、″hole cOntents ofeach cOntainer

Half the cOntents of each cOntdner but
not less than 50 1ng

150 11ng

500 mg

Soluble solids

Use for each mediunl not less than the quantity prescribed in Table 4 06‐ 2 0fthe product
dissolved in a suitable solvent such as the solvent provided with the preparatbn,water for

iIゴeCtiOn,sahne Or a l g/L neutral sOlution ofmeat Or casein peptone and prOceed with the

test as described above ibr aqueous solutiOns usillg a lnembrane approp五 ate tO the chOsen
solvent

Ois Яnd ott s01utiOns
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Use fOr each mediunl not less than the cluantity ofthe product prescribed III Table 4.06‐ 2.

OllS and Ollyr s。 lutlons of sufFlciently low viscosity may be Altered without dilution through a

d=y rnembrane_ヽriscous o■ ls lnay be d■ luted as necessav with a suttable sterile diluent such as

isOprOpyl myristate shown not to have antimicrobial activity in the conditions ofthe tё st.

AuOw the oilto penetrate the lnembrane by its own weight then mter,applying the presstlre

or suction graduall17_WaSh the llllembrane at least three tilnes by iltering thrOugh it each

time about 100 mL ofa suitable ster■ e solution such as l gノ L neutral meat or caseh peptOne

containing a suitable emulsilシ ing agent at a concentratlon shown to be appropriate in the

method suitab■け ofthe test,fOr example polysorbate 80 at a concentration Of 10 g/L.
Transfer the lnembrane or llllembranes to the culture rrlediun■ 0■ lnedia or vice versa as

described above for aqueous solutions,and incubate atthe same temperatures and ibr the

same times_

Ohtments and creams

Use for each lnediunl notless than the quantities ofthe product prescribed in Table 4 06‐ 2

0intrllents in a fatty base and emtllsions Of the water‐ in‐olltype may be d■luted to l per cent

in isop■opyl lnyttstate as described above,by heating,if nccessav,tO not rrlore than 40° C_In
excepional cases it xllay be necessatt to heat to n6t lnore than 44° C.F■lter as rapidly aS

possible and proceed as desc五 bed above for ons and。 」y solutions

5.3.Diect hoculat10n ofthe cultte meと 1l m

Transfer the quantity of the preparation to be exalllined prescribed in Table 4_06-2 directly

into the culture lnediulln sd that the volume ofthe product is nOt mOre than 10 per cent ofthe

volume ofthe llrlediulrl,unleSs otherwise prescribed.

Ifthe prOduct to be exanuned has antin■lcrobial actlv■け,car=ァ Out the test after neutriLsing

ths vrith a suitable neutrahslng substance or by dllution in a su五 cient quantity of culture

med■ ulxL_恥rhen it is necessary to use a large volume ofthe prOductit rnay be preferable to use

a concentrated culture lnediuln prepared in such a way thattt takes account ofthe subsequent

dJuion.Ⅵ■ere approp五 ate the concentrated medium may be added directll・ to the productin
lts conta■ ner.

0■ly hqu■ ds

Use media to which have been added a suitable emulsll,ing agent at a concentratlon shown

to be appiopriate in the xxlethod suitab■ ity ofthe test,fOr example polysclrbate 80 at a

concentration of 10 g/L_

Ointments and crenms

Prepare by dユ uting to about l in 10 by emulsittingヽ VLh the chOsen emulsttying agentin a

s述table sterile dlluent such as a l g/L neutral solution of meat Or caseln peptone Transfer

the diluted product to a lllediulll not containing an emulsi」 シing agent_

Incubate the inoculated lnedia for not less tllan 14 days_Obsen′e the cultures several tiIIIles

du五ng the incubation period.Shake cultures containing oily products gentv each day.

However when fluid thioglycollate med■ um is used for the detectiOn of anaerobic

lnicro― organisms keep shaLng or lnD【ing to a lnmimum in order to lllaintain anaerobic   
｀

conditlons.

6 0bservation and interpretaion ofresults

At intervals duttng the incubation perlod and at its cOnclusion, exalnine the media for

macroscopt ep■ dence of lnicrobial groM″ th lf the material being tested renders the medium

turbid so that the presence or absence ofrnicrobial growth cannot be readJy determined by
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visual examinatiOn,14 days ater the beglnllig ofhcubatiO■ tranSfer pOrtiOn,Cach nOt less
than l mD ofthe medium to iesh vessels ofthe same medium and then incubate the Orittal
and transfer vessels for not less than 4 days.                                     

｀

Ifno e宙 dence Of n■icrobial grOwth is found,the product to be exaIIllned complies wih the

test for sterility.Ifevidence ofrnicrobial growth is lbund the prod■ lctto be examined dο es nOt
comply with the test for sterillty,ul■less it can be clearly demonstrated that the test was
invahd for causes unrelated tO the pioduct tO be examined.

The test may be considered hval皿 Only if onё or more ofthe fol10wing cOnditions are
負1■lled:

a)the data Ofthe五 crobio10gical mon■ toring ofthe sterihty testing fac」Lty sllow a fau16
b)a re宙cw ofthe testing procedure used during the test in questtOn reveals a fault,
c)micrObial growth is found in the negative controL;
d)ater determination ofぬ e identity ofthe micro‐ organisms is01ated iom the test,the
growth ofthis speci9s Or these species lnay be ascribed unequivocany to faults with

=espect to the lnatefial and/Or the technique used in,onduCting the sterllity testprocedure.

Ifthe testis declared to be invand itis repeated with the same number ofunits as in the

o五ghal test.

If no ev●ence Of micrObね l growth is found in the repeat test the product examined

complies with the test for sternty.IfxIIlicrobial〔

「
owth is found in the repeat test the

prOduct examined does nOt cOmply with the test for ster五 け

7_ApplicatiOn Of the test to pЯ renteral preparations,ophthnlmic and other non‐ bjectable
preparations reqlllTed to cOmply with the test for ste血け

lVhen using the technilue Of membrane iltration,use,whenever possible,the whole
contents of the contahe■ but nOt less than the quantlties indicated in Table 4.06‐ 2,dlluttg
where necessary to about 100 mL with a suitable stertte solutお n,such as l g/L neutral
meat or casein peptone

lvhen using the technique οf diect inotulatiOn ofmedia,use the quantities shown in
Table 4 06-2,unless otherwise just五 ed and authorised.The tests fOr bacterial and ingal
sterility are carrid Out On the same sample ofthe product tO be examined.When the volume

or the quantity in a single container is insuttcient tO carry Out the tests,the contents oftwo Or

more contttners are used to inOculate the dttrent lnedia.
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Table 4_06‐ 3.Mlnimum number ofitems to be tested

Number ofitems in the batch'

Minimum number ofltems to be tested for
each medium,unless otherwise justttled and

authorisedキ '

Parenteral preparationS

一Not lnore than 100 containers

NIIore than 100 but nOt more than 500
containers

More than 500 containers_

10 per cent or 4 cOntainers whichever is the
greater

10 containers

2 per Cent Or 20 containers(10 contalners for
large・volume parenterals)whichever is the
less

Ophthallnic  and  other  non‐ mJectable
preparations

一NOt more than 200 cont」 ners

一NIore than 200 containers

―If the prOduct is presented in the form of

single‐ dose cont血ers, apply the scheme
shOwn  above  for  preparations  for
parenteral use

5 per cent or 2 containers whichever is the
greater

10 containers

Bulk solid products

二Up to 4 cont,lners

一lllore thaI1 4 contttners but not inore than

50 containers

l■
llore than 50 containers

Each container

20 per cent or 4 contahers whichever is the
greater

2 per cent Or 10 containers wl丘 chever is the

greater

8.MinJmunl number ofitems tO be tested

The mn■imum number Ofitems to be tested in relatiOn to the size ofthe batch is g■ ven in
Table 4 06「 3.

・ Ifthe batch size is not known,use the l■ laxiIIl■lnl number ofitems prescribed
オキIf the contents of one dontainer are enough to inoculate the two media,this column gives

the number ofcontalners needed for both the lllledia togethe■
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6.09 Disintegration Test

働 anrわヱηaご′元b滋ngノ鑓ta□d7Иレpa甲′こF」

Disks‐The use of disks is permitted Only where specifled Or anowed Each tube is provided

with a cyhndrical disk 9.5± 0.15 1nm thick and 20.7± 0 15 1nm in diameten The disk is lllade

of a sutable,transparent plastic lnaterial having a specttc gra宙 ty ofbetween l.18 and l.20.
Five paralle1 2± 0_1 lnm holes extend behreen the ends Of the cyhnde■ One of the holes is
centered on the cyhnd五 cal axis.The other holes are centered 6± 0.2 1111n ioFrl the axis on
ilna」nary lnes perpendicular tO the ax■ s and Paranel to each othe■  Four identical
trapezoidal― shaped planes are cutthe wal1 0fthe cyhnde■ nearly perpendicular to the ends Of
the cyhndeL The trapezoidal shape is symTnetrical;Ls paranel sides cdndde with the ends Of

the cyhnder and are p・ arauel to an imaginary line cOnnecting the centers oftwo adiaCent holes

6 nlm iom the cyhndrical axis.The parallel side ofthe trapezoid on the bottonl ofthe cylhder

has a length of l.6± 0 1 1nm,and is bottom edges lie at a depth of l_5‐ 1.8 mm iom the
cyhnder's circumference.The paranel side ofthe trapezoid on the tOp ofthe cyhder has a

length Of 9 4± 0.2 mm,and its center Ls at a depth of 2.6± 0.l mm±om the cylinder's
chcumference.All surfaces Ofthe disk are smooth.If the use of disks is specifled,and a desk

to each tube,and Operate the apparatus as dttected under Procedure The disks confoTm tO

dilnensions fOund m Fig_6_09‐ 1.The use of automatic detection employmg lx10dttd disks is
perΠntted where the use Of disks is spectted Or anOwed.such ttsks lnust comply with the
requirements for density and dimOnsiOn g市eni■l this chapten
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6.101)iss01utiOn Test

‐ angeわ ■9′ごおEo″hgparι ″2JFP物
“
heか 32働′ar」%dde

%泌 θdsr

IIIIVIEDIATE― RELEASE DOSAGE FORMS
Procedur― Place the stated volume ofthe dissolution medhll■ ∈1%)in the vessel ofthe
specifled apparatus,assemble the apparatus,equ■ brate the dissolution lxledium to 37■ 0.5℃

,

and remove the thermometer Place l dosage unit u■ the apparatus,taking care to exclude a士

bubbles iom the surface ofthe dOsage unit,and ilnlllediately operate the apparatus at the

specifled rate.Withh the tiltle interval spectted,Or at each ofthe tilnes stated,withdraw a

specilnen ft・ on■ a zone n五dvray between the surface ofthe DissolutiOn Mediunl ana the top of

the rotat■ ng basket or blade,nOtless than 10 mm from the vessel wan[NOTD二 恥Lere
multわ le samplig t■mes are.specittd,replace the aliql10ts wtthdrawn fOr analysis with equal

volumes of fresh Dissolution NIediun■ at 37К〕or,where it can be shOwn that replacement of

the llledium is not necessary,cOrrect for the volume change in the calculation ttep the vessel

covered for the durdtlon ofthe test,ana ve五取 the temperature of the lll■ xture under test at
suttable times.]PerfOrm the analysis using an indicated ttsay methOd.・ 3 Repeat the test with

additional dosage units.

Ifautomated equ“ mentiS used for samplhg or the apparatus is otherwise mod」Eed,
ve」■にation that the lnOdied apparatus wユl produce rOsults eq■ livalent to those obtained
with the standard apparatus described in this chapter,is necessary.

Dissolu」bn WIedium‐ A speci■ ed dissolution lneこ um is used.The volutte speCtted refers tO

measurements madさ bebtteen 20℃ and 25℃ .Ifthe dissolution ll■edium is a bu]bred solution,
attuSt the solution so that Ls pH is wtthin O_05 unit Ofthe wec」 陥dpH INOTE‐ Dissolved
gases can cause bubbles to fOrm,whlch may change tle reSults Ofthe test lfdisso市 el gases
inflllence the dissol■ ltion results,rettve dissol■ 7ed gases prior testhg_■

Time Where a shgle tilne specittcation is given,the test nlay be concluded in a shorter

pe五od ifthe requ士 ement for ininimun■ amount dissolved is IIlet.Specilnens are to be

wtthdrawn only at the stated tmes,wlthh a tolerance of± 2%
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参考

4,05 微生物限度試験法

散生勿%夢綴醤多妨列うfこ改める.

微生物限度試験法には生菌数試験及び特定微生物試験が含まれる 原料又は製品の任意の異なる数箇所 (又は部
分)から採取したものを混和し,試料として試験を行う 試料を液体培地で希釈する場合は,速やかに試験を行う
また,本試験を行うに当たつては,バイォハザー ド防止に十分に留意する

I非無菌製品の機生物学的試験 :生菌数試験

本試験法は,三薬局方での調和合意に基づき規定した試験法である

1序文
本試験は,好気的条件下で発育可能な中温性の細菌及び真菌を定量的に測定する方法である
本試験は,原料や製剤が既定の微生物学的品質規格に適合するか否かを判定することを主目的としたものである
採取試料数も含めて指示通りに試験を実施し,結果を判定する
有効成分として生菌を含む製品には,本試験を適用しない
局方試験法との同等性が示されている場合は, 自動化法を含む別の微生物学的方法を用いてもよい
2基本手順
生菌数測定は,被験製品への外部からの微生物汚染を回避するように設計された条件下で行う 汚染を回避するた
めの予防措置は,試験で検出しようとしているいかなる微生物に対しても影響を与えてはならない
被験製品が抗菌活性を有する場合は,こ の抗菌活性を可能な限り除去又は中和する この目的のために不活化剤を
用いる場合は,その有効性と微生物に対する毒性がないことを確認する
試料の調製に界面活性剤を使用する場合は,微生物に対する毒性がないこと,及び用いる不活化剤との間に相互作
用がないことを確認する

3生菌数測定法
通常はメンブランフィルター法又はカンテン平板法を用いる 最確数 (MPN)法は概 して精度に欠ける菌数測定法
ではあるが,バイオバーデン (汚染菌数)が非常に少ない製品群に対しては最適な方法となることもある。
製品の特性や要求される微生物限度値などに基づいて測定法を選択するが,選択した測定法は,規格に適合してい
ることを判断するのに十分な試料量を試験できるものでなければならない また,選択した方法の適合性を確認する

4,培地性能,測定法の適合性及び陰性対照

4.1.一般要件

被験製品存在下における微生物検出能力を確認する

また,試験結果に影響を及ぼすような試験法の変更や製品の処方変更があつた場合には,再度,適合性を確認する

4.2.試験菌の調製

試験菌は標準化された安定な懸濁液を使用するか,又は次に示す手順で調製する
なお,試験に用いる微生物は,最初のマスターシー ドロットからの継代数 5回を超えないように,シー ドロット培
養管理手法 (シー ドロットシステム)を用いて管理する 細菌及び真菌の各試験菌について,表 405‐ I‐1に示す条
件でそれぞれ個別に培養する

試験菌懸濁液の調製には,PH7_0のペプ トン食塩緩衝液又は PH7 2の リン酸緩衝液を用いる Иψ
`rg7ル
S″lgFrの胞

子を懸濁させるために,緩衝液にポリソルベー ト80を 00"勧口えても良い 懸濁液は 2時間以内,又は 2～ 8℃に
保存する場合は 24時間以内に用いる /ψ ŕgf〃 2rs″接 r又は 3αc'′ルss″ briお の栄養型細胞の新鮮懸濁液を調製して希
釈する代わりに,胞子懸濁液又は芽胞懸濁液を調製し,接種菌液として使用できる それぞれの懸濁液は,保証され
た期間内は2～ 8℃で保存できる
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表 4.05-I‐ 1 試験菌の調製と使用法

微生物 試験菌の調製
培地性能

製品存在下での

生菌数測定法の適合性

総好気性微生物数 総真菌数 総好気性微生物数 総真菌数

S/″り′οεοσ
`″
S

例 えば,ATCC
6538, NCINIB

9518, CIP 4 83

又は

NBRC13276

ソイビーン・カ

ゼイン・ダイジ

ェストカンテン

培地又はソイビ

ーン カゼイン・

ダイジェス ト培

地

30～ 35℃

18～ 24時間

ソイビーン・カゼイ

ン・ダイジェス トカ

ンテン培地及びソ

イビーン・カゼイ

ン ダイジェス ト培

地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦3日 間

ソイビーン・カゼイン・

ダイジェス トカンテン

培地′レ圏 ソイビーン・

カゼイン・ダイジェス

ト培地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦3日 間

Psc“ごο
“
o"as

aθ″2/g′″οsα

例 えば,ATC(
9027, NCINIB

8626, CIP

82118又は
NBRC 13275

ソイビーン・カ

ゼイン・ダイジ

ェス トカンテン

培地又はソイビ

ーン・カゼイン・

ダイジェス ト培

地

30～ 35℃

18～ 24時間

ソイビーン カゼイ

ン・ダイジェス トカ

ンテン培地及びソ

イビーン カゼイ

ン ダイジェス ト培

地

≦100 CFU

30～ 35℃
≦3日 間

ソイビーン・カゼイン・

ダイジェス トカンテン

培地/MPNノ イビーン・

カゼイン・ダイジェス

ト培地

≦100 CFU

30 -- 3513

≦3日 間

Bαεiths s“ι″′お

例えば,ATCC
6633, NCIヽ4B

8054,CIP 52 6,

又は NBRC
3134

ソイビーン・カ

ゼイン・ダイジ

ェス トカンテン

培地又はノイビ

ーン・カゼイン・

ダイジェス ト培

地

30 - 35tじ

18～ 24時間

ソイビーン・カゼイ

ン・ダイジェス トカ

ンテン培地及びソ

イビーン カゼイ

ン ダイジェス ト培

地

≦100 CFU

30-35℃
≦3日 間

ソイビーン カゼイン

ダイジェス トカンテン

培地711PNノイビーン・

カゼイン・ダイジェス

ト培地

≦100 CFU

30～ 35℃
≦3日 間

Cα″″dα

αめjεα″∫

例 えば,ATC(
10231, NCPF

3179, IP 48 72

又は NBRC
1594

サブロー・ブ ド

ウ糖カンテン培

地又はサプロ

ー・グドウ糖液

体培地

20～ 25℃

2～ 3日 間

ソイビーン カゼイ

ン・ダイジェス トカ

ンテン培地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦5日 間

サプロー・ブ ドウ糖

カンテン培地

≦100 CFU

20～ 25℃

≦5日 間

ソイビーン・カゼイン・

ダイジェストカンテン

培地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦5日 間

NIPN:適用せず

サブロー・ブ ドウ糖カ

ンテン培地

≦100 CFU

20 - 25R3

≦5日 間

Иspergir′
“
s

″′gθ″

例 えば,ATC
16404, IMI

149007, IP

143183又 は

NBRC 9455

サプロー・ブ ド

ウ糖カンテン培

地又はポテ ト・

デキス トロース

カンテン培地

20～ 25℃

5～ 7日 間,又
は良好な胞子形

成が認められる

まで

ソイビーン・カゼイ

ン・ダイジェストカ

ンテン培地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦5日 間

サプロー・プ ドウ糖

カンテン培地

≦100 CFU

20 - 2513

≦5日 間

ノイビーン・カゼイン・

ダイジェス トカンテン

培地

≦100 CFU

3Cl - 35℃

≦5日 間

MPN:適用せず

サプロー・ブ ドウ糖

カンテン培地

≦100 CFU

20 - 2513

≦5日 間
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4.3.陰性対照

試験状態を確認するために,試料液の代わりに使用した希釈液を用いて陰性対照試験を実施する.微生物の発育が
あつてはならない 微生物の発育が認められた場合には,原因調査が必要である.また,陰性対照試験は 5に記載の
製品の試験においても実施する

4.4.培地性能

市販生培地についてはバッチごとに試験する_また,乾燥粉末培地又は各成分より調製 した培地については,調製
バッチごとに試験する

表 4_05-I-1に示す微生物の少数 (100 CFU以 下)を ソイビーン・カゼイン・ダイジェスト培地の一部,ソイビー
ン・カゼイン・ダイジェストカンテン培地及びサブロー・ブドウ糖カンテン培地の平板に接種する 菌株ごとに別個
の液体培地の一部又は平板を用い,表 405‐ I-1に示した条件でそれぞれ培養する
カンテン培地では,接種菌の出現集落数は標準化された菌液の計測値の 1/2か ら2倍以内でなければならない 新
鮮培養菌を用いて試験する場合は,有効性が確認された培地バッチで以前に得られた発育と同等の発育を示さなけれ
ばならない

液体培地では,有効性が確認された培地バッチで以前に得られた発育と同等の発育が認められなければならない

4.5.製 品存在下での測定法の適合性

4.5.1.試料の調製

試料の調製法は,被験製品の物理学的特性に依存する 以下に記載したいずれの方法も満足できるものでない場合
は,別な方法を確立する
水溶性製品

被験製品を pH7 0の ペプ トン食塩緩衝液,pH7 2の リン酸緩衝液又はソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地で
溶解又は希釈する (通常は 10倍希釈液を調製する) 必要ならば,pH6～ 8に調整する さらなる希釈が必要な場
合は同じ希釈液で調製する

水に不溶の非脂質製品

被験製品を pH7 0の ペプ トン食塩緩衝液,pH7 2の リン酸緩衝液又はノイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地に
懸濁させる (通常は lo倍希釈液を調製する) 分散しやすくするために,例えばポリソルベー ト80(濃度 :l νЪ )
のような界面活性剤を加えることができる 必要ならば,PH6～ 8に調整する さらなる希釈が必要な場合は同じ
希釈液で調製する

脂質製品

被験製品をろ過滅菌したミリスチン酸イソプロピルに溶解するか,又は,必要ならば 40℃以下 (例外的な場合でも
45℃以下)に加温した最少必要量のポリソルベー ト80又は他の非阻害性の界面活性剤を用いて混合する.必要なら
ば水浴中で温度を保ちながら注意深く混和する 選定した希釈液をあらかじめ加温して加え,被験製品の 10倍希釈
液を調製する.7L化 に必要な最短の時間で温度を保ちながら注意深く混和する_適切な濃度のポリソルベー ト80,又
は他の非阻害性の界面活性剤を含む同じ希釈液を用いて,更に 10倍段階希釈系列を調製してもよい
エアゾール状の液体又は固体

製品を無菌的にメンブランフィルター装置内又はさらなる試料採取のために滅菌容器内に移す 各被験容器から,
全量あるいは定量噴霧の一定量のいずれかを用いる

経皮吸収パッチ

経皮吸収パ ッチの保護被覆 (“剥離ライナー")を取り除き,粘着面を上向きにして滅菌ガラス又は滅菌プラスチ
ックトレーの上に置く パッチ同士が付着するのを防ぐために,滅菌した多孔性物質 (例えば滅菌ガーゼ)で粘着面
を覆 う ポリソルベー ト80及び/又はレシチンなどの不活化剤を含む適当量の選定した希釈液にパッチを移し,少な
くとも30分間激しく振とうする

4.5.2.接種及び希釈

100 CFU以下の接種菌を得るのに十分な量の試験菌懸濁液を 4.5.1.で調製した試料液及び対照 (試料を含まない)
に加える 接種する試験菌懸濁液の量は,試料液量の 1%を超えてはならない
製品からの許容可能な微生物回収結果を得るために,最も低い希釈率の試料液を用いて試験する_抗菌活性又は低
溶解度のために,最 も低い希釈率の試験法を使えない場合は,更に適切な試験手順を確立する
試料による発育阻上が避けられない場合には,中和,希釈又はろ過の後に試験菌懸濁液を加えてもよい .
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4.53.抗 菌活性の中和/除去
4.5.2.及び 4.5.4.に 示した手順に従つて試験を行い,試料液から回収された菌数と,対照から回収された菌数とを比
較する

発育が阻害される場合 (試料液からの回収菌数が,対照からの回収菌数の 1/2未満の場合)は,正 しい結果を得る
ために,生菌数測定の方法を変更する 方法の変更には,例えば (1)希釈液又は培地の増量,(2)特 異的又は一
般的な中和剤の希釈液への添カロ,(3)膜 ろ過,又は (4)上記の手段の組み合わせが含まれる 中和剤 :抗菌剤の
活性を中和するため,中和剤を用いることができる (表 405-I-2) 中和剤は,選定した希釈液又は培地に,可能な
限り滅菌前に添加する 中和斉Jを用いた場合は,その有効性と微生物に対する毒性がないことを,製品を含まずに中
和剤のみを加えたブランク試験で確認する

適切な中和法が確立できない場合には,その製品のもつ殺菌活性のために,接種菌が分離できないと見なす した
がつて,その製品が接種菌と同種の菌やその近縁種によつて汚染されている可能性は低いと考える しかし,その製
品がこれらの微生物の一部を阻害するだけで,試験菌株以外の菌株は阻害しない可能性もあるので,微生物の発育と
その許容基準に見合った最も低い濃度で試験を行う

表 4.05‐ I‐2 阻害物 る一般的な

阻害物質 中和剤/中和法

グルタルアルデヒ 水銀剤 亜硫酸水素ナ トリウム (重亜硫酸ナ トリウム )

フェノール類 ,アルコール,アルデヒド類 ,

ソル ビン酸塩

アルデヒド類 グリシン

四級アンモニウム化合物,パラオキシ安息香

酸エステル類, ビスービグアニ ド類

四級アンモニウム化合物,パラオキシ安虐、香

酸エステル類, ヨウ素

レシチン

ポリソルベー ト

チオグリコール酸塩

水銀剤,ハログン類,アルデヒド類 チオ硫酸塩

エデト酸塩 (EDTA) マグネシウム又はカルシウムイオン

4.5.4.製品存在下での微生物回収

表 405-I-1に記載されている微生物ごとに個別に試験する 添加した微生物のみを対象に測定する_

4.5.4.1.メンプランフィリレター法

メンブランフィルターは,孔径 045押 以下のものを使用する フィルターの材質は,被験試料の成分によって細
菌捕集能力が影響されないように注意して選択する 表 405-I-1の微生物ごとに 1枚のメンブランフィルターを用
いる

4.51.～ 4.5.3.の記載どおりに調製した試料の適量 (可能であれば製品の lg相当量,又は多数の集落の形成が予測
される場合はそれ以下)をメンブランフィルターに移して直ちにろ過し,適量の希釈液でメンブランフィルターを洗
浄する

メンブランフィルターを,総好気性微生物数 (total acrObL mbobね l●ount:TAMC)測 定用としてソイビーン ,カ
ゼイン・ダイジェス トカンテン培地の表面に,総真菌数 (lolJ oombincd ycasts/moulds count:TYMC)測 定用としてサ
プロー・ブ ドウ糖カンテン培地の表面に移す 表 405-I-1に示した条件で平板を培養後,集落数を測定する

4.5.4.2.カ ンテン平板法

カンテン平板法は,各培地に対して少なくとも2枚の平板を用いて実施し,結果はそれぞれの平板の測定菌数の平
均値を用いる

4.5.4.2.1.カ ンテン平板混釈法

直径 9 cmのペ トリ皿を使用する場合,4.5.1.～ 4.5.3の記載どおりに調製した試料を l mL分注する これにあら
かじめ 45℃以下に保温した 15～ 20 mLの ソイビーン・カゼイン・ダイジェス トカンテン培地又はサブロー・ブ ド
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ウ糖カンテン培地で混和する より大きなペ トリ皿を用いる場合は,それに応じてカンテン培地量を増カロする 表 405-

I-1に挙げた微生物ごとに少なくとも2枚のペ トリ皿を用いる

表 405‐ 1‐ 1に示した条件で平板培地を培養する 培地ごとに菌数の算術平均をとり,集落数を算出する

4.5.4.2.2.カ ンテン平板表面塗抹法

直径 9 cmのペ トリ皿を使用する場合は,15～ 20 mLの ソイビーン・カゼイン・ダイジェストカンテン培地又は
サブロー・ブドウ糖カンテン培地を約 45℃で加えて固化させ,例えば,層流式キャビネット又は恒温器の中で平板培

地の表面を乾燥させる より大きなペ トリ皿を用いる場合は,それに応じてカンテン培地量を増カロする 表 405-I-1
に挙げた微生物ごとに少なくとも2枚のペ トリ皿を用いる 4.5.1.～ 4.5.3.の記載どおりに試料を調製し,その 01 mL

以上を正確に測定して培地表面全体に広げる 4.5.4.2.1の 規定どおりに培養し,測定する

4.5.4.3.最確数(MPN)法
MPN法の精度及び正確さは,メ ンブランフィルター法又はカンテン平板法よりも劣つている 特にかびの測定に
対しては信頼性が低い これらの理由のために,NIPN法は他に利用できる方法がない状況下での TAMCの測定に用
いられる 本法を適用する場合は,以下のように行 う
451～ 453の記載どおりに,製品の少なくとも3連続の 10倍段階希釈系列を調製する 各希釈段階からそれぞ
れ lg又は l mLずつをとり,ソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地が 9～ 10 mL入つている 3本の試験管にそ
れぞれ接種する 必要ならば,ポ リソルベー ト 80の ような界面活性斉」,又は抗菌剤の不活化剤を培地に添加するこ
とができる したがつて,3段階の希釈系列を調製した場合には,9本の試験管に接種することになる
全ての試験管を 30～ 35℃で 3日 間を超えない期間培養する 被験製品の性質によって結果の判定が困難あるいは

不確かな場合は,同 じ培地又はソイビーン・カゼイン・ダイジェス トカンテン培地に移植後,同 じ温度で 1～ 2日

間培養し,これらの結果を用いる.表 405‐ I-3か ら被験製品 lg又は l mL当たりの微生物の最確数を求める

4.6.結果及び判定

メンブランフィルター法又はカンテン平板法の適合性を確認するとき,いずれの試験菌の平均計測値も,4.5.2.で定

義した製品が存在しない対照の計測値の 1/2～ 2倍以内でなければならない MPN法の適合性を確認するとき,試
験菌の計測値は,対照から得られる結果の 95%信頼限界の範囲内でなければならない .
記述したいずれの方法においても,試験菌のうち 1菌種でも上記の基準に満たない場合には,基準に最も近くなる
方法と試験条件で製品を試験する_

5.製品の試験
5.1.試験量

別に規定するもののほか,上記の注意を払つて採取した被験製品の 10g又は 10 mLを用いる エアゾール形式の
液体又は固体は,10容器を抜き取る 経皮吸収パッチは,10パ ッチを抜き取る
次のような条件で処方される原薬は,試験量を減らすことができる :投与単位 (例えば錠剤,カ プセル剤,注射剤 )

当たりの原薬量が l mg以下,又は lgあ るいは l mL(投与単位では表示されていない製剤)当たりの原薬量が l mg

未満 これらの場合,被験試料の採取量は,製品の 10投与単位又は 10gあ るいは 10 mLに 存在する量よりも少なく
ないようにする

原薬として使用される物質では,試料の量に限りがあるか又はロットサイズが極度に小さい (すなわち,1000 mL又
は 1000g未満)場合には,よ り小さな量が規定されているか又は正当な理由がない限り,試験量をロットの 1%とす

る

ロットを構成しているものの総数が 200未満 (例 えば臨床試験で使われる試料)の ような製品では,試験量は 2単

位に,又は数量が 100未満の場合は 1単位に減らすことができる
バルク原料又は製剤の収納容器から,無作為に試料を選び出す 必要量の試料を得るために,十分な数の容器の内
容物を混合する.

5.2.製品の試験

5.2.1.メンブランフィルター法

フィルターを培地に移すことができるように設計されているろ過装置を用いる 4.に記載されたとおりに適合性が示さ

れた方法で試料を調製し,適量を2枚のメンブランフィルターの各々に移して直ちにろ過する 適合性が確認された方法に
従って,各フィルターを洗浄する
1枚のメンブランフィルターは,TANICの測定のためにソイビーン・カゼイン・ダイジェストカンテン培地の表面に,他
の 1枚のメンブランフィルターは,TYMCの測定のためにサプロー・ブドウ糖カンテン培地の表面に移す ソイビーン・カ
ゼイン・ダイジェストカンテン培地を30～ 35℃で 3～ 5日 間,サブロー・ブドウ糖カンテン培地を20～ 25℃で 5～ 7

日間培養する 製品 lg又は l mL当 たりの集落数を算出する
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経皮吸収パッチを試験するときは,4.51に記載されている調製液の 10%量ずつを2枚の減菌メンブランフィルターで別々

にろ過する 1枚のメンブランフィルターはTAMCの計測のためにソイビーン・カゼイン・ダイジェストカンテン培地に移
し,他のメンブランフィルターはTYMCの計測のためにサブロー・ブドウ糖カンテン培地に移す

5.22.カンテン平板法

S.22.1カンテン平根混釈法

4.に記載されたとおりに適合性が示された方法で試料を調製する それぞれの培地に対し,希釈段階ごとに少なく
とも2枚のペ トリ皿を用意する ソイビーン・カゼイン・ダイジェストカンテン培地は 30～ 35℃で 3～ 5日 間培
養 し,サブロー・ブ ドウ糖カンテン培地は 20～ 25℃で 5～ 7日 間培養する 集落数が TAMCでは 250未満,TYMC
では 50未満で,かつ最も多い集落数を示す希釈度のカンテン培地を選び出す 培地ごとに菌数の算術平均をとり,
製品 lg又は l mL当 たりの集落数を算出する

5.2.2.2.カンテン平板表面塗抹法

4.に記載されたとおりに適合性が示された方法で試料を調製する それぞれの培地に対し,希釈段階ごとに少なく
とも2枚のペ トリ皿を用意する 培養及び集落数の算出は,カ ンテン平板混釈法に記載されているとおりに行う

5.2.3.最確数法

4.に記載されたとおりに適合性が示された方法で試料を調製し,希釈する.全ての試験管を 30～ 35℃で 3～ 5
日間培養する 必要ならば,適合性が示された方法で移植培養する 希釈段階ごとに,微生物の増殖が認められる試
験管数を記録する 表 405-I-3か ら被験製品 lg又は lmL当 たりの微生物の最確数を求める

S.3.結果の判定

ソイビーン・カゼイン・ダイジェストカンテン培地を使用して測定される集落数を,総好気性微生物数 (TAMC)
とする この培地上に真菌の集落が検出されても,TAMCと して測定する サブロー・ブ ドウ糖カンテン培地を使用
して測定される集落数を,総真菌数 (TYMC)と する この培地上に細菌の集落が検出されても,TYMCと して測定
する 細菌の発育のために TYMCが許容基準を超えることが予測される場合には,抗生物質を含むサブロー・ブ ド
ウ糖カンテン培地を使用しても良い NIPN法で計測を行う場合は,算出値は TAMCと する
微生物学的品質の許容基準が規定されているときは,以下のように判定する
-101 CFU:最大許容数=20,
_102 cFU:最 大許容数=200,
-10'CFU:最大許容数=2000,以下同様
推奨される溶液及び培地は,「特定微生物試験」に記載されている
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表 4.05-I-3 微生物の最確数

各セットにおける微生物増殖を示す試験管数の組み合わせ

試験管当たりの製品の g又は mし数
製品 lg又は l mL

当たりの最確数
95%信頼限界

01 001 0001

0 0 く3 0-94
0 1 3 01-9_5

1 0 3 01‐ 10

l 1 12-17
2 62 12‐ 17

0 3 0 94 35-35
1 0 0 02-17
1 0 1 72 12‐ 17

1 0 2 4‐ 35

l 1 0 7_4 13‐ 20

1 1 1 ll 4-35

1 2 0 11 4-35

1 2 1 5‐ 38

1 3 0 5‐ 38

2 0 0 92 15-35
2 0 1 14 4-35
2 0 2 5‐ 38

2 l 0 4‐ 38
う
ん 1 1

う
ι 5‐ 38

2 1 2 う
ん 9‐ 94

2 2 0 5-40
2 2 1 28 9-94
2 2 2 9‐ 94

2 0 う
‘ 9‐ 94

2 ] 36 9-94
3 0 つ

ん 5-94
3 0 1 9‐ 104

3 2 64 16-181

3 l 0 43 9-

3 1 1 75 17- 199

3 1 2 120 30-360

3 1 3 160 30‐ 380

3 0 93 18-360

3 1 150 30-380

3 2 210 30-400
3 290 90-990

3 3 0 240 40‐ 990

3 3 1 460 90-1980

3 2 1100 200‐ 4000

3 >1100
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II.非無菌製品の微生物学的試験 :特定微生物試験

本試験法は,三薬局方での調和合意に基づき規定した試験法である

1.序文

本試験は,規定の条件下で検出可能な特定微生物が存在しないか,又はその存在が限られているかを判定する方法
である

本試験は,原料や製斉」が既定の微生物学的品質規格に適合するか否かを判定することを主目的にしたものである
採取試料数も含めて指示通りに試験を実施し,結果を判定する
局方試験法との同等性が示されている場合は, 自動化法を含む別の微生物学的方法を用いてもよい

2.基本手1贋

試料の調製は,「生菌数試験」に記載されているとおりに行う
被験製品が抗菌活性を有する場合は,「生菌数試験」に記載されているように可能な限りこの抗菌活性を除去又は
中和する

試料の調製に界面活性斉Jを使用する場合は,「生菌数試験Jに記載されているように,微生物に対する毒性がない
こと,及び用いる不活化剤との間に相互作用がないことを確認する

3.培地性能,試験の適合性及び陰性対照
被験製品存在下においても微生物を検出する能力があることを確認する また,試験結果に影響を及ぼすような試
験法の変更や製品の処方変更があつた場合には,再度,適合性を確認する

3.1.試験菌の調製

試験菌は標準化された安定な懸濁液を使用するか,又は次に示す手順で調製する
なお,試験に用いる微生物は,最初のマスターーシー ドロットからの継代数 5回を超えないように,シー ドロット培
養管理手法 (シー ドロットシステム)を用いて管理する

3.1.1.好気性微生物

各細菌試験用菌株を,ソイビーン・カゼイン・ダイジェスト培地中,xは ソイビーン・カゼイン・ダイジェストカ
ンテン培地上で,それぞれ 30～ 35℃で 18～ 24時間培養する カンジダ・アルビカンス用の試験菌株は,サブロ
ー・ブドウ糖カンテン培地上,又はサブロー・ブ ドウ糖液体培地中で,それぞれ 20～ 25℃で 2～ 3日 間培養する

'″
″′οεοσε″Sα″″″S(黄色ブ ドウ球 菌 ):例 えば,ATCC 6538,NCIMB 9518,CIP 4 83又 は NBRC 13276,

角ο
“
あ ″οntt α″暉

j″ OSσ (緑膿 菌 ) :例 えば , ATCC 9027, NCIMB 8626, CIP 82 118又 は NBRC 13275,
量
`Й
′′た力滋ιο″ (大月易菌 ):例 えば ,ATCC 8739,NCIMB 8545,CIP 53 126又 は NBRC 3972,

ヵ 加は /ra′″たr,`α subsP′″た′たa scrovar TyphimuHum(サ ル モネ ラ):例 えば,ATCC 14028
又はイt替 として

力 腸ο″物 ′″た″たα subsP`″たガCa scrovar Abony(サル モネ ラ):例 えば ,NBRC 100797,NCTC 6017又 は CIP 80 39,
Cα″didoα乃滋 パ  (カ ンジダ・ アル ビカ ンス):例 えば,ATCC 10231,NCPF 3179,IP 48 72又 は NBRC 1594
試験菌懸濁液の調製には,PH7 0のペプ トン・食塩緩衝液又は pH7 2の リン酸緩衝液を用いる 懸濁液は 2時間以
内,又は2～ 8℃に保存する場合は 24時間以内に用いる

3.1.2.クロストリジア

cr。
"減
″″″ψ。′oge″′∫:夕可え|ず ATCC l1437(NBRC 14293, NCIMB 12343, CIP 100651)又 |ま ATCC 19404(NCTC

532又 は CIP 79 3)を用いる クロス トリジアの試験菌株を強化クロストリジア培地中に接種し,30～ 35℃で 24～
48時間嫌気的条件下で培養する α ψο″磐

“
′sの栄養型細胞の新鮮懸濁液を調製して希釈する代わりに,芽胞懸濁

液を接種菌液として使用できる 芽胞懸濁液は,保証された期間内は 2～ 8℃で保存できる_

3.2.陰性対照

試験状態を確認するために,試料液の代わりに使用した希釈液を用いて陰性対照試験を実施する 微生物の発育が
あってはならない 微生物の発育が認められた場合には,原因調査が必要である また,陰性対照試験は 4に記載の
製品の試験においても実施する

3.3.培地の性能試験

市販生培地についてはバッチごとに試験する また,乾燥培地又は成分から調製 した培地については,調製バッチ
ごとに試験する

表 405-Π -1に記載したように,関連培地について適切な特性を確認する
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発育促進特性試験,液体培地 :適切な培地の一部に適切な少数の微生物 (100 CFU以 下)を接種する 規定された
温度で培養 し,培養時間は,試験法で規定されている培養期間の最短時間以内とする 有効性が確認された培地バッ
チで,以前に得られた発育と同等の発育が認められる
発育促進特性試験,固体培地 :各平板培地に適切な少数の微生物 (loO CFU以 下)を接種し,カ ンテン平板表面塗
抹法で行う 規定された温度で培養し,培養時間は,試験法で規定されている培養期間の最短時間以内とする 有効
性が確認された培地バッチで,以前に得られた発育と同等の発育が認められる
選択特性試験′液体又は固体培地 :適切な培地に適切な微生物を少なくとも 100 CFU接種する 規定された温度で
培養し,培養時間は試験法で規定されている培養期間の最長時間以上とする 試験菌の発育を認めない
鑑別特性試験 :各平板培地に適切な少数の微生物 (100 CFU以 下)を接種し,カンテン平板表面塗抹法で行う 規
定された温度で培養し,培養時間は試験法で規定されている培養期間の範囲内とする 集落の形状と鑑別反応は,有
効性が確認された培地バッチで以前に得られたものと同等である

3.4.試験法の適合性

被験製品ごとに,4の関連段落に記載されたとおりに試料調製する 規定の増菌培地に混合する時に各試験菌を添
加する 試験菌は個別に接種する また,接種 した試験液中の菌数が 100 CFU以 下相当となるような数の微生物を使
用する

4.の関連段落に記載されたとおりに試験する ただし,規定された最短培養期間で試験する.
特定微生物は,4.に記載された鑑別反応と共に検出されなければならない
製品に抗菌活性が認められる場合には,試験方法の変更が必要になる (「生菌数試験Jの 4.5.3.を 参照).
ある特定の製品において,規定された方法ではその微生物に対する抗菌活性を中和することができない場合には ,

抑制された微生物はその製品中には存在しないと見なしてよい

4.製品の試験
4.1.胆汁酸抵抗性グラム陰性菌

4.1.1.試料調製及び前培養

被験製品を lg以上採り,その 10倍希釈液を「生菌数試験」に記載したように調製するが,希釈液としてはソイビ
ーン・カゼイン・ダイジェスト培地を用い,混合後,菌を蘇生させるために 20～ 25℃で培養する ただし,増菌を
促すほどの時間であつてはならない (通例 2時間であり,5時間を超えないこと)

412否定試験
他に規定されない限り,4.1.1.で調製した製品 lgに相当する量をモーゼル腸内細菌増菌ブイヨン培地に接種する
30～ 35℃で 24～ 48時間培養後,バイオレット・レッド・胆汁酸・ブドウ糖カンテン培地に移植 し,30～ 35℃
で 18～ 24時間培養する

集落の発育がみられない場合は,その製品は本試験に適合する

4.1.3.定量試験

4.1.3.1.選 択培養

4.1.1.に 記載されている調製液及び/又はその希釈液であつて,それぞれ被験製品の 01g,001g,0001g(又は 01 mL,
001 mL,0 001 mL)相 当量を,適量のモーゼル腸内細菌増菌ブイヨン培地に接種する 30～ 35℃で 24～ 48時間
培養後,バイオレット・ レッド・胆汁酸・ブドウ糖カンテン培地に各培養液を移植 し,30～ 35℃で 18～ 24時間
培養する

4.1.3.2. lJデヒ

集落の発育が認められた場合は,陽性と判定する 陽性結果を与える製品の最小量と陰性結果を与える最大量に注
目し,表 405‐ Ⅱ‐2か ら細菌の推定数を求める

4.2.大腸菌

4.2.1.試料調製及び前培養

被験製品を lg以上採り,「生菌数試験Jに記載したように調製した 10倍希釈液の 10 mL,あ るいは lg又は l mL
相当量を (3.4.で決定した)適切な量のソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地に接種し,混合後,30～ 35℃で
18～餅 時間培養する

4.2.2.選択培養

容器を振 り, ソイビーン・カゼイン・ダイジェスト培地の l mLをマッコンキー液体培地 loo mLに接種する 42
～ 44℃で 24～ 48時間培養後,マ ッコンキーカンテン培地に移植し,30～ 35℃で 18～ 72時間培養する
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4.2.3. 半J蜀ヒ

集落の発育が認められた場合は陽性を疑い,同定試験により確認する.

集落が存在しないか,又は同定試験において陰性と判定された場合には,その製品は本試験に適合する

4.3.サルモネラ

4.3.1.試料調製及び前培養

被験製品を 10g又は 10 mL採 り,(3.4.で決定した)適量のソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地に接種し,
混合後,30～ 35℃で 18～ 24時間培養する

4.32.選択培養
ソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地 01 mLをラパポー ト・バシリアジス・サルモネラ増菌液体培地 10 mL

に接種する 30～ 35℃で 18～ 24時間培養後,XLDカ ンテン培地に移植し,30～ 35℃で 18～ 48時間培養する

4.3.3 斗判

'E十分に発育した赤色集落が認められた場合は,中心部の黒点の有無に関わらず陽性を疑い,同定試験により確認す

る

記載されている種類の集落が存在しないか,又は同定試験において陰性と判定された場合には,その製品は本試験

に適合する

4.4.緑膿菌

4.4.1.試料調製及び前培養

被験製品を lg以上採り,「生菌数試験Jに記載したように調製した 10倍希釈液の 10 mIン,あるいは lg又は l mL
相当量を (3.4.で 決定した)適量のソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地に接種 して混合し,30～ 35℃で 18～
24時間培養する 経皮吸収パッチを試験するときは,「生菌数試験 (4.5.1.)」 に記載したように調製し, 1パ ッチ
相当量を滅菌メンブランフィルターでろ過し,そのメンプランフィルターを 100 mLの ソイビーン・カゼイン・ダイ

ジェス ト培地中に投入する

4.4.2選択培養

セ トリミドカンテン培地に移植 し,30～ 35℃で 18～ 72時間培養する

4.4.3.判定

集落の発育が認められた場合は陽性を疑い,同定試験により確認する

集落が存在しないか,又は同定試験において陰性と判定された場合には,その製品は本試験に適合する.

4.5.黄色ブドウ球菌

4.5.1,試料調製及び前培養

被験製品を lg以上採り,「生菌数試験Jに記載したように調製した 10倍希釈液の 10 mL,あ るいは lg又は 1己
相当量を (3.4.で決定した)適量のソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地に接種して混合し,30～ 35℃で 18～
24時間培養する 経皮吸収パッチを試験するときは,「生菌数試験 (4.5.1.)」 に記載したように調製した 1パ ッチ
相当量を滅菌メンブランフィルターでろ過し,そのメンブランフィルターを 100 mLの ソイビーン・カゼイン・ダイ

ジェス ト培地中に投入する

4.5.2.選択培養

マンニット・食塩カンテン培地に移植 し,30～ 35℃で 18～ 72時間培養する

4.5.3. 半11ヒ

黄色の帯に囲まれた黄色又は白色集落の発育が認められた場合は陽性を疑い,同定試験により確認する
記載されている種類の集落が存在しないか,又 は同定試験において陰性と判定された場合には,その製品は本試験
に適合する

4.6.クロストリジア

4.6.1.試料調製及び加熱処理

被験製品を2g又は 2 mL以上採り,「生菌数試験」に記載したように 10倍希釈試料液 (最低 20 mL以上)を調製

する 調製した試料液を少なくとも 10 mLずつ 2本の容器に分注し,
1本は 80℃ で 10分聞加熱後,速やかに冷却し,他の 1本は加熱しない
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4.6.2.選択培養

それぞれから 10 mLあ るいは被験製品 lg又は lmL相 当量を (34で決定した)適量の強化クロストリジア培地に
接種し,嫌気的条件下で 30～ 35℃で 48時間培養する 培養後,コ ロンビアカンテン培地に各容器から移植 し,嫌
気的条件下で 30～ 35℃で 48～72時間培養する

4.6.3.判定

カタラーゼ反応陰性の拝菌 (芽胞を有するか又は有さない)の嫌気的発育が認められた場合は,陽性が示唆される

この場合は同定試験を行い確認する

コロンビアカンテン培地に定型集落の発育がみられないか,又は同定試験において陰性と判定された場合には,そ
の製品は本試験に適合する

4.7.カンジダ・アルビカンス

4.7.1.試料調製及び前培養

被験製品を「生菌数試験Jに記載したように調製する その 10 mL,あるいは lg又 は l mL以上に相当する量を
100 mLの サプロー・ブ ドウ糖液体培地に接種して混合し,30～ 35℃で 3～ 5日 間培養する_

4.7.2.選択培養

サブロー・ブ ドウ糖カンテン培地に移植 し,30～ 35℃で 24～ 48時間培養する

4.7.3.判定

白色集落の発育が認められた場合は陽性を疑い,同定試験により確認する
そのような集落が存在しないか,又は同定試験において陰性と判定された場合には,その製品は本試験に適合する_

なお,以下のセクションは情報提供を目的に記載する

5.推奨される溶液及び培地

以下の溶液及び培地は,薬局方の微生物試験で規定されている目的にかなったものである 適合性が確認されれば
他の培地を用いてもよい

保存緩衝液

リン酸二水素カリウム 34gを 500 mLの水で溶解し,水酸化ナトリウム試液でPH70～ 74に調整後,水を加えて 1000 mL
とし,混合する 容器に分注して滅菌する 2～ 8℃で保存する

リン酸緩衝液 pH7 2

水と保存緩衝液を混合 (800:1)し て調製し,滅菌する

ペプ トン食塩緩衝液 pH7 0

リン酸二水素カリウム          36g
リン酸水索ニナ トリウムニ水和物     72g(リ ン酸塩 0 067molに 相当する)

塩化ナ トリウム             43g
ペプ トン (肉製又はカゼイン製)     log
水                 looo mL
確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する

ソイビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地

カゼイン製ペプ トン          170g
ダイズ製ペプ トン            30g
塩化ナ トリウム              50g
リン酸水素ニカリウム          2.5g
ブドウ糖一水和物            25g
水                  looo mL
滅菌後の pHが 25℃で 71～ 75になるように pHを調整する 確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する。

ソイビーン・カゼイン・ダイジェス トカンテン培地

カゼイン製ペプ トン          150g
ダイズ製ペプ トン            50g
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滅菌後のPHが 25℃で 71～ 75になるようにPHを調整する 確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する

サブロー・ブドウ糖カンテン培地

塩化ナ トリウム

カンテン

水

ブ ドウ糖
ペプトン (肉製及びカゼイン製 1:1)

カンテン

水

ブ ドウ糖

カンテン

水

滅菌後の PHが 25℃で 54～ 58

サブロー・プドウ糖液体培地

ブドウ糖
ペプ トン (肉製及びカゼイン製 1:

水

モーゼル腸内細菌増菌ブイヨン培地

ゼラチン製ペプ トン

ブ ドウ糖一水和物

乾燥ウシ胆汁

リン酸二水素カリウム

リン酸水素ニナ トリウムニ水和物

ブリリアントグリン

水

バイオレット・ レッ

酵母エキス

ゼラチン製ペプトン

胆汁酸塩

塩化ナ トリウム

ブ ドウ糖一水和物

カンァン

ニュー トラルレッド

クリスタルバイオレット

水

カロ熱後の PHが 25℃で 72～ 76
てはならない

マッコンキー液体培地

ゼラチン製ペプ トン

予L糖一水和物

乾燥ウシ胆汁

ブロモクレゾールバープル

水

滅菌後の pHが 25℃で 71～ 75

50g
150g
1000 mL

400g
100g
150g
1000 mL

200g
200g
150g
1000 mL

になるように pHを調整する 確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する

200g
l)    lo O g

1000 mL

100g
50g
200g
20g
80g
15 mg

1000 mL

30g
70g
15g
50g
100g
150g
30 mg

2 mg

1000 mL

になるように pHを調整する 煮沸するまで加熱する オー トクレーブで加熱し

200g
100g
50g
10 mg

1000 mL

になるようにpHを調整する 確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する

滅菌後の pHが 25℃で 54～ 58になるようにpHを調整する 確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する_

ポテ ト・デキストロースカンテン培地

ジャガイモ浸出液

滅菌後の PHが 25℃で 54～ 58になるように pHを調整する 確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する

加熱後の PHが 25℃で 70～ 74になるように pHを調整する 100℃で 30分間加熱し,直ちに冷却する

ド・月旦汁酸・ブドウ糖カンテン培地
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滅菌後のpHが 25℃で 69～ 73になるようにpHを調整する.絶えず振り混ぜながら 1分間煮沸させてから,確
認されたサイクルで高圧蒸気減菌する

ラパポー ト・バシリアジス

ダイズ製ペプ トン

・サルモネラ増菌液体培地

マッコンキーカンテン培地

ゼラチン製ペプ トン

ペプ トン (肉製及びカゼイン製 )

手L糖―水和物

塩化ナ トリウム

胆汁酸塩

カンテン

ニュー トラルレッド

クリスタルバイオレット

水

塩化マグネシウム六水和物

塩化ナ トリウム

リン酸水素ニカリウム

リン酸二水素カリウム

マラカイ トグリーン

水

キシロース

L― リジン

手L糖一水和物

白糖

塩化ナ トリウム

酵母エキス

フェノール レッ ド

カンテン

デソキシコール酸ナ トリウム

チオ硫酸ナ トリウム

クエン酸アンモニウム鉄 (Ⅲ )

水

セ トリミドカンテン培地

ゼラチン製ペプ トン

塩化マグネシウム

硫酸カ リウム

セ トリミド

カンテン

水

グリセ リン

マンニット・食塩カンテン培地

カゼイン製ペプトン

肉製ペプトン

170g
30g
100g
50g
15g
135g
30 mg

l mg

1000 mL

45g
290g
80g
04g
06g
36 mg

1000 mL

35g
50g
75g
75g
50g
30g
80 ing

135g
25g
68g
08g
1000 mL

200g
14g
100g
03g
136g
1000 1nL

100 mL

50g
50g

若干加温しながら溶かし,H5℃ を超えない温度で,確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する 加熱及び高圧蒸気
滅菌後のpHが 25℃で 50～ 54になるようにする

XLD(キシロース・リジン・デソキシコール酸)カ ンテン培地

加熱後のPHが 25℃で 72～ 76になるようにpHを調整する 煮沸するまで加熱し,50℃まで冷却してからペト
リ皿に注ぎ込む オー トクレーブで加熱してはならない。

振 り混ぜながら加熱して 1分間煮沸する 滅菌後の PHが 25℃で 70～ 74になるように PHを調整する.確認さ
れたサイクルで高圧蒸気滅菌する
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振り混ぜながら加熱して 1分間煮沸する 滅菌後の pHが 25℃で 72～ 76になるように pHを調整する 確認さ
れたサイクルで高圧蒸気滅菌する.

牛肉エキス

D―マンニ トール

塩化ナ トリウム

カンテン

フェノール レッド

水

強化クロス トリジア培地

牛肉エキス

ペプ トン

酵母エキス

溶性デンプン

ブ ドウ糖一水和物

システイン塩酸塩

塩化ナ トリウム

酢酸ナ トリウム

カンテン

水

コロンビアカンテン培地

カゼイン製ペプ トン

内浸出物のペプシン消化物

心筋浸出物のパンクレアチンtib化物

酵母エキス

トウモロコシデンプン

塩化ナ トリウム

カンテン (グル強度に従つて)

水

10g
100g
750g
150g
25 mg

1000 mL

100g
100g
30g
10g
50g
05g
50g
30g
05g
1000 mL

カンテンを水和させ,絶えずかき混ぜながら煮沸するまで加熱して溶かす 必要ならば,滅菌後の PHが 25℃でお
よそ 66～ 70になるように pHを調整する 確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する

100g
50g
30g
50g
10g
50g

100 - 150g
1000 mL

カンテンを水和させ,絶えずかき混ぜながら煮沸するまでカロ熱して溶かす 必要ならば,滅菌後の PHが 25℃で 71
～ 75になるように PHを調整する 確認されたサイクルで高圧蒸気滅菌する 45～ 50℃まで冷却後,必要に応じ,
ゲンタマイシン塩基 20 mgに相当する量のグンタマイシン硫酸塩 (硫酸ゲンタマイシン)を加えてペ トリ皿に注ぎ込
む

-14/23-



表 4.05-■ -1 培地の発育促進,選択及び鑑別特性

胆汁酸抵抗性グラム陰性菌試験

発育促進及び鑑別

モーゼル腸内細菌増菌ブイヨン培地

バイオレット・レッド・胆汁酸・ブ

ドウ糖カンテン培地

マッコンキー液体培地

マッコンキーカンテン培地

ラパポー ト・バシリアジス・

サルモネラ増菌液体培地

XLD(キ シロース・リジン・デソキ
シコール酸)カ ンテン培地

セ トリミドカンテン培地

マンニット・食塩カンテン培地

強化クロス トリジア

コロンビアカンテン培地

サブロー・ブ ドウ糖液体培地

サプロー・ブ ドウ糖カンテン培地

試験菌株

Eιο′′妥 ιヾ P αο″
“
g′″ο,α

So′″ο″′
=l●

′′た′′οa subsp σ″′ο″jεα SCrOVar

Typhimurium 又は

Sα′″ο′ο//4 `″たrlcα  subsp′″′́″たa  scro/ar

S●ルzο′
`lic 
ο″ier'cα  subsp a″

`ο

″Jοα serovar

Typhimurium 又 は

Sa力7ο

“
ο:!α   ′′たr,ca  subsp θ″′θ″

`ε

a  serovar

Abony

大腸菌試験

発育促進及び鑑別

サルモネラ試験

発育促進及び鑑別

緑膿菌試験

発育促進及び鑑別

クロス トリジア試験

カンジダ・アルビカンス試験

表 4.05‐ Ⅱ-2 結果の判定

製品の各量に対する結果 製品 lg又は l mL当 たりの細

菌の推定数01g又は 01 mL 001g又は 001 mL 0001g,りま0 001 mL

+ 十 十 10'よ り大きい

+ 十 103ょ り/」 さヽく,102ょ り大きい

+ 102よ り小さく,10よ り大きレヽ

10よ り/1ヽ さい
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4.06 無菌試験法

本試験法は,三薬局方での調和合意に基づき規定した試験法である .

無菌試験法は,無菌であることが求められている原薬又は製剤に適用 される 本試験に適合する結果が得
られても,それは単に本試験条件下で調べた検体中に汚染微生物が検出されなかつたことを示 しているだけ
である.

1.微生物汚染に対する予防措置
無菌試験は無菌条件下で行われる このため,試験環境は無菌試験の実施に適 したものでなければならな
い 汚染を避けるためにとられる予防措置は,本試験で検出されるべきいかなる微生物にも影響を与えては
ならない 作業区域の適切な環境モニタリング及び適切な汚染防止措置の実施によって,本試験の実施状態
が適切であることを定期的に監視する。

2.培地及び培養温度
2.1.一 般要件

培地は,次のように調製するか,又 は培地性能試験に適合する場合は同等の市販培地も使用できる 無菌
試験用として適 している培地は次のとお りである.液状チオグリコール酸培地は,嫌気性細菌の培養を主 目
的としているが,好気性細菌も検出できる ソイビーン・カゼイン・ ダイジェス ト培地は,真菌及び好気性
細菌の培養 に適 している

2.2.液 状チオグリコール酸培地

液状チオグリコール酸培地

L―システン              05g
カンテン               075g
塩化ナ トリウム              25g
ブ ドウ糖 (一水和物/無水)     55/50g
酵母エキス (水溶性)         50g
カゼイン製ペプ トン          150g
チオグリコール酸ナ トリウム      o5g
又はチオグリコール酸        03mL
レザズ リン溶液 (1→ lo00),用 時調製  1 0mL
水                   looomL
(滅菌後のpH7 1± 02)

L―シスチン,カ ンテン,塩化ナ トリウム,ブ ドウ糖,酵母エキス (水溶性 )及びカゼイン製ペプ トンを水
と混合 し,加熱 して溶かした後,チ オグリコール酸ナ トリウム又はチオグリコール酸を加えて溶かし,必要
ならば水酸化ナ トリウム試液を加え,滅菌後のPHが 7.1± 02に なるように調整する 必要ならば,溶液を煮
沸 しないように加熱 し,温かい うちに湿 らせたろ紙を用いてろ過する レザズリン溶液 (1→ 10oo)を 加え ,
よく混和 した後,培養終了時に培地の淡赤色部分が上部 1/2以 下にとどまるような表面積 と深 さの比をもつ容

器に所定量ずつ分注し,バ リデー トされた条件下で滅菌する 培地を保存する必要がある場合にはあらか じ
め気密容器に入れて滅菌 し,2～ 25℃で保存する_培地がその上部 1/3を 超えて淡赤色となった場合は,その
淡赤色が消失す るまで培地容器を水浴中又は流通蒸気中で加熱 し,容器中への汚染空気の侵入を防ぎなが ら
急速に冷却することで 1回 だけ使用できる バ リデー トされた期間を超えて,保存 した培地を使用 してはな
らない

液状チオグリコール酸培地は,30～ 35℃ で培養する メンブランフィルター法を適用できない水銀系の防
腐斉」を含tF製 品に対 しては,培地性能試験に適合するなら,ソ イビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地の代
わ りに液状チオグリコール酸培地を用い,20～ 25℃ で培養することができる
別に規定する場合は,次のように調製 した変法チオグリコール酸培地を用いることができる カンテンと
レザズリン溶液 (1→ 1000)を 除き,液状チオグリコール酸培地と同じ成分で調製 し,バ リデー トされた条
件下で滅菌する 減菌後のpHが71± 02に なるように調整 し,使用直前に水浴中で加熱する 変法チオグリ
コール酸培地は嫌気条件下で30～ 35℃ で培養する
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2.3.ソ イ ビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地

ソイ ビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地

カゼイン製ペプ トン          170g
ダイズ製ペプ トン           30g
塩化ナ トリウム              50g
リン酸水素ニカ リウム          25g
ブ ドウ糖 (―水和物/無水)     25/23g
水                               1000mL
(滅菌後のPH7 3± 02)

全成分を水に溶かし,若千加温 して溶液にする 溶液を室温に冷却 し,必要ならば水酸化ナ トリウム試液
を加え,滅菌後のPHが 73± 02に なるように調整する 必要ならばろ過 をし,適 当な容器に所定量ずつ分注
し,バ リデー トされた条件下で滅菌する 直ちに使用 しない場合は,あ らか じめ気密容器に入れて滅菌 し,
2～ 25℃ で保存する バ リデー トされた期間を超えて保存した培地を使用 してはならない
ソイ ビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地は,20～ 25℃ で培養す る

3.培地の適合性
培地は,次の試験に適合すること この試験は,製品の無菌試験実施前に,又は並行 して行 うことができ
る

無菌性

培地の一部を 14日 間培養するとき,微生物の増殖を認めない
好気性菌,嫌気性菌及び真菌に対する培地性能試験
市販液体培地及び粉末培地又は各成分から調製 した培地の各バ ッチについて試験を行 うこと 適切な微生
物株を表406‐ 1に示す

液状チオグリコール酸培地には,次 に示す少数 (100CFU以下)の微生物を接種する それぞれの微生物
に対 しては別々の培地容器を用いる _

C′οs′ r′ゴ′″
"亀
υο″οg′ 71′s

PS′″ど07770″αS α
`″

ンg′″οsα

S,c′力y′ο
`ο``″
sα″″
`〃
S

ソイ ビーン・カゼイン・ダイジェス ト培地には,次に示す少数 (100CFU以 下)の微生物を接種する.そ
れぞれの微生物に対 しては別々の培地容器を用いる

′,ρ′rgi′み′s″ jg′″

βαci′/77s s,′ろ′,′ ,s

Cα″ど,ノα αlb,σα′J

細菌の場合は3日 間,真菌の場合は5日 間をそれぞれ超えないで培養する
接種菌の継代数は,シー ドロッ ト培養管理手法 (シー ドロットシステム)を採用することにより,マ スタ
ーシー ドロットから5代 を超えないようにする

微生物の増殖が内眼で明らかに観察された場合には,当該培地は基準に適合 している
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表406-1 培地性能試験及び手法の適合性試験に適している試験用菌株
好気性細菌

S`η″′οοοσσ
“
Sα
"raぶ

ATCC 6538, NBRC13276,

ATCC 6633, NBRC 3134,

ATCC 9027, NBRC 13275,

CIP 4 83, NCTC 10788, NCIヽ 4B9518

CIP 52 62, NCIIIB 8054

NCIN/1B8626, CIP 82 118

βαιf〃″ssッ b″″s

Psa″どο″ο″
“

嫌気性細菌

clοsrr7Jl″″ ATCC 19404 NBRC 14293, CIP 79 3, NCTC 532, ATCC l1437

真菌

Cα″′αα α′bたα″s ATCC 10231, NBRC 1594,

ATCC 16404, NBRC 9455,

IP 48 72, NCPF 3179

1P1431 83, Iヽ l1149007

4.手法の適合性試験
次に述べる変更点以外は,「 5製 品の無菌試験」の項に示 した方法と,厳密に同じ方法で試験を行 う
メンプランフィルター法

試験に供 された容器の内容物をろ過 した後,最終回の洗浄液に試験用菌株を100CFU以 下加えたものをろ
過する

直接法

試験に供 された容器の内容物を培地に加えた後,試験用菌株 100CFU以下をその培地に接種する .
どちらの接種方法においても,「好気性菌,嫌気性菌及び真菌に対する培地性能試験」の項で示 した菌株
を用いる 陽性対照として培地性能試験を行 う 培地を含むすべての容器は規定の温度で最長 5日 間培養す
る

培養後 ,陽性対照に匹敵する肉眼的に明瞭な増殖が得られれば,被検製品は本試験条件下で抗菌活性を持
たないか,又は抗菌活性が十分に除去されたものとみなす 当該手法は適切であ り,試験条件を変更する必
要はない

被験製品の存在下で陽性対照に匹敵する肉眼的に明瞭な増殖が得 られなければ,被験製品は当該試験条件
下では十分除去できない抗菌活性を有 している.こ の場合 ,抗菌活性を除去するために条件を変えて手法の
適合性試験を繰 り返す

手法の適合性試験を行 うのは,新 しい製品に無菌試験を行 う場合及び試験の実施条件に変更があつた場合
である

手法の適合性試験は被検製品の無菌試験と同時に行 うこともできる

5.製 品の無菌試験
5.1.一 般要件

試験はメンブランフィルター法又は直接法によつて行われる 試験には適切な陰性対照を置 くこと メン
ブランフィルター法は,ろ過可能な製品に適用する 例えば,ろ過可能な水性 ,ア ルコール性又は油性の製
品及び本試験条件下で抗菌力を有 しない水性又は油性の溶剤に混和若 しくは溶解する製品に対 して用いる .

5.2.メンプランフィルター法

メンブランフィルターは,微生物の捕集効率が確立されている公称孔径が045μ m以 下のものを用いる
例えば,水溶性 ,油性又は低濃度のアルコール性溶液にはセルロースナイ トレー トフィルターを用い,高濃
度のアルコール性溶液にはセルロースアセテー トフィルターを用いる 抗生物質のような医薬品には,別途
適切なフィルターが必要な場合もある

次に示す手法は,直径約50mmの メンブランフィルターの使用を想定 している もし異なる直径のフィル
ターを用いる場合には,希釈及び洗浄液の容量はそれに応 じて調製すべきである ろ過器やメンブランフィ
ルターは適切な方法で滅菌する ろ過装置は,無菌条件下で被検溶液を導入・ろ過でき,メ ンブランフィル
ターの無菌的取 りはず しと培地への移植ができるか,又はろ過器そのものに培地を加えて培養するのに適す
るように設計されていなければならない

水性液剤

lg/Lの 肉製又はカゼイン製ペプ トン溶液 (PH7 1± 02)の ような無菌希釈液の少量をろ過器中のメンプラ
ンフィルター上に注ぎろ過する 希釈液には,例 えば抗生物質が試験対象の場合には,適切な中和剤や不活
化斉」を加えること力`できる
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試験すべき容器の内容物を必要なら手法の道合性試験で選んだ無菌希釈液の量で希釈後 ,表 406-2に 示 し
た量より少な くな らないように,I枚又は複数のメンブランフィルター上に移 し,直 ちにろ過する 当該製
品が抗菌活性を有 している場合には,手法の適合性試験で用いた無菌希釈液の量でメンブランフィルターを
3回 以上洗浄する 手法の適合性試験において抗菌活性を十分に除去できないことが立証 されていても,メ
ンブランフィル ター当た り100mLの 洗浄液で5回 を超えては洗浄 しないこと メンプランフィルターをろ過
器から外 し,半分に切断す るか,あ らか じめ試料溶液を二等分 し,それぞれにつき同一のろ過操作を行 うこ
とによって得 られた2枚 のメンブランフィルターをそれぞれの培地に入れる_各培地の量は,手法の適合性
試験で確立 した量を用いる 又はメンプランフィルターーを装着 したろ過器内に試料溶液を二等分にろ過後 ,
それぞれの培地を加える 培地を14日 間以上培養する
水溶性固形剤

各培地に対 し,表 406-2に規定する量以上を用いる 添付の溶斉」,注射用水,生理食塩液又はlg/L肉製若
しくはカゼイン製ペプ トン中性溶液のような適切な溶剤に溶解 し,選んだ溶剤に適 したメンブランフィルタ
ーを用いて 「水性液剤Jの項に示 したように試験を行 う
油及び油性液剤

各培地に対 し,表 406-2に規定する量以上を用いる.粘度の低い油及び油性液剤は,希釈せずに乾いたメ
ンブランフィル ターでろ過する 粘調性の油は,当該試験条件下で抗菌性がないことが立証 されたミリスチ
ン酸イ ソプ ロピルのような適切な無菌溶剤で希釈できる 油が自重によリメンプランフィルターに浸透 した
後 ,徐 々に加圧又は吸引することによってろ過する 手法の適合性試験で適切であることが証明されている
濃度の適切な手L化斉」(例 えば10g/Lポ リソルベー ト80)を含む 1ノL肉製又はカゼイン製ペプ トン中性溶液のよ
うな適切な無菌溶液を用い,メ ンブランフィルター当た り約 100mLずつで少なくとも3回洗浄す る  「水性
液剤 Jの項 に示 したようにメンブランフィルターを培地に移す ,又 はろ過器に培地を加え,同 じ温度で同じ
期間培養す る

軟音剤及びクリーム

各培地に対 し,表 406-2に 規定する量以上を用いる 脂肪基剤の軟膏斉」や油中水型の手L剤 は上述のように
ミリスチン酸イ ツプロピルで1%に希釈する 必要ならば40℃ 以下で加温する 例外的な場合で44℃以下まで
の加温が必要なこともある.できるだけ迅速にろ過 した後 ,「油及び油性液剤」の項に示 したように操作を
進める

容器の内容量
他に規定されていない限りそれぞれの培地に接

種する最少量

液斉」

l mL未満
l mL以上 40 mL以下

40 mL超 100 mL以 下

100 mL超

抗生物質の液剤

懸濁又は手し化して用いる非水溶性 200 mg以 上

医薬品,ク リーム又は軟膏剤

固形剤

50 mg未満

50 mg以上

300 mg以上
5g超 500

5.3.直接法

別に規定す るほか,表 406-2に示す量の製品を,そ の容量が培地容量の10%を 超えないように培地に直接
接種する 被検製品が抗菌活性を有する場合は,適切な中和剤で中和した後に,又 は十分な量の培地で希釈
することによって試験を行 う 大容量の製品を使用する必要があるとき,接種による希釈影響を考慮に入れ
て高濃度の培地を用いる方が好ましい場合 もある 適切な場合は,高濃度培地を容器内の製品に直接加える
ことも可能である

油性液剤

300 mg未満
`5g以 下

全量

半量,ただ し lmL以上
20 mL

10%,ただし20 mL以上
l mL

全量

半量 ,ただ し 50 mg以 上
150 mg

表406-2 各培地 当た りの最少試料採取量
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手法の適合性試験において適切であることが証明された適切な乳化斉」を適切な濃度に加 えた (例 えば
10g/Lポ リソルベー ト80)培地を用いる _
軟膏剤及びクリーム

lg/L肉製又はカゼイ ン製ペプ トン中性溶液のような適切な無菌希釈液中で,選択された乳化剤で乳化する
ことにより約 1:10に希釈する この希釈物を乳化剤を含まない培地に移植する
接種 した培地は 14日 間以上培養す る 培養を培養期間中に数回観察する 油性製品を含む培養は毎日穏や
かに振る ただし,嫌気性菌の検出のために液状チオグリコール酸培地を用いている場合は,嫌気条件を維
持す るために振とうや混合は最小限に保つ

6.観察と結果の判定
培養期間中及び最終 日に,培地に肉眼的な微生物の増殖があるかどうかを調べる 被検材料が培地を混濁
させ ,微 生物増殖の有無を内眼的に容易に判定できない場合には,培養開始か ら14日 後に当該培地の一部
(lmL以上)を 同じ培地の新たな容器に移 し,元の培地と移植 した培地の両方を4日 間以上培養する
微生物の増殖が観察 されない場合は,被検製品は無菌試験に適合する 微生物の増殖が観察された場合は ,
当該被検製品に無関係な原因にょり試験が無効であつたことを明確に証明できなければ,被検製品は無菌試
験に適合 しない 以下の条件のうち一つ以上を満たした場合のみ当該試験は無効 と考えられる
a)無菌試験施設の微生物学的モニタリングデータに問題が認められた場合
b)無菌試験中に用いた試験方法を調査 した結果,問題が認められた場合
c)陰性対照中に微生物の増殖が認められた場合
d)当 該無菌試験か ら分離 された微生物の同定後 ,こ の菌種の増殖が無菌試験実施中に用いた材料

及び手技又はそのいずれかに問題があると明らかに判断される場合

試験が無効であることが判明したら,初回試験と同じ数の容器を用いて再試験を行 う 再試験において微
生物の増殖が観察されない場合は,被検製品は無菌試験に適合する 再試験において微生物の増殖が観察 さ
れた場合には,被検製品は無菌試験に適合 しない

7.無 菌試験への適合が要求される注射剤及び眼軟音剤 ,点眼剤等の非注射剤への試験の適用
メンブランフィルター法を用いる場合は,可能ならいつでも容器内の全量を用いる ただし,表 406-2に
示す量以上を用いる 必要ならば lg/L肉 製又はカゼイン製ペプ トン中性溶液のような適切な無菌溶液で約
100mLに なるよう希釈する。

直接法を用いる場合は,他 に規定 されていなければ表406-2に 示す量を用いる 被検製品の同じ試料につ
いて細菌及び真菌に対する無菌試験を行 う 1容器中の内容量が両試験を行 うのに不十分な場合は,異なる
培地に接種するのに2容器以上の内容物を用いる

3.最少供試個数
最少供試個数は, ロット当た りの製造個数に応 じて,表 4063に示す個数を用いる
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表406-3 最少供試個数

ロット当たりの製造個数*

注射剤

100容器以下

101容器以上 500容器以下
501容器以上

眼軟膏剤,点眼剤等の非注射斉」
200塔議器以 下

201容器以上

単回使用製品の場合は,上欄の注

射剤についての規定を適用する

固形バルク製品

4容器以下
5容器以上 50容器以下
51容器以上

他に規定されていない限り,それぞれの培地当たり

の最少試験個数 **

10%又 は 4容器のうち多い方
10容器

2%又は 20容器 (大容量製剤の場合は,10容器)
のうち少ない方

5%又は 2容器の うち多い方
10容器

各容器

20%又は 4容器のうち多い方
2%又は 10容器のうち多い方

十  ロット当た りの製造個数が不明の場合には,本欄に示 した最大数を用いること
丼・  1容器の内容量が二つの培地に接種するのに十分な場合は,本欄は両培地合わせて必要な供試容器数
を示す
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`.09 
崩壊試験法

装置の痴の臨勁根を次のように改める.

装 置

|

略

|

補助盤 補助盤は,各条にその使用が規定されている場合にのみ,各ガラス管に入れて使用できる 補助盤は,高
さ 95± 015 mm,直 径 207± o15 mmの円柱状で,比重 1.18～ 120の透明なプラスチックからなる 補助盤には ,

盤の上下を垂直に貫く直径 2± 01 mmの 孔が五つ平行に開いており,一つは補助盤の中心に,他の四つは中心から6
±02 mmの距離にそれぞれ等間隔に開いている 補助盤の側面には,盤面とほぼ直角に,同一の台形状の切 り込みが
4つ等間隔にある 台形は対称形で,上下の平行線は,中心軸から6 mmにある隣接した 2つの孔を結ぶ線と平行に
位置している 台形の平行線の下線部は長さ 16±01mmで円周部から深さ 15～ 18mmの位置にあり,上線部は長
さ94± 02 mmで深さ 26± 01 mmの位置にある 補助盤は図 609-1の規格に適合するもので,表面はすべて滑ら
かである 補助盤の使用が規定されている場合は,それぞれのガラス管に 1個の補助盤を入れ,操作法に従い試験す
る なお,崩壊を自動的に検出する目的で,加工した特殊な補助盤を用いる場合,その補助盤の比重,サイズは規格
に適合するものでなければならない また,それが使用できるのは各条で規定されている場合に限られる.

10～ 28

半

+二
:『151,1:][:]:[」 :ilF図

207± 015

下
£
＝
護

上

底面図

t i 01

15～ 18 1

図 609-1

数字 1ま 回■を示す
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6.10 溶出試験法

藤作の項の即放性製剤の試験液を次のよ7~/―
~raる

操 作

回転バスヶット法及びパドル法

即放性製剤
操作 :規定された容器に規定された容量 (± 1%)の試験液を入れ,装置にセットする 試験液を37± 05℃に保ち,
温度計を取り除く 試料の表面に気泡が付かないように注意しながら各容器に試料を入れ,直ちに規定された回転速
度で装置を作動させる 規定された間隔で又は規定された時間に,試験液の上面と回転バスケット又はパドルの攪拌
翼の上面との中間で容器壁から10 mm以上離れた位置から,試験液を採取する (注 :複数回の試験液の採取が規定
されている試験では,採取された量と等しい容量の37℃の試験液を補充するか又は試験液の補充が必要ない場合には
計算するときに容量変化を補正する 試験中,容器にはふたをし,適度な間隔で容器内の試験液の温度を確認する )
指示された分析法を用いて溶出した有効成分量を測定する' 他の試料についても同様の操作を行う
試験液の採取が自動化された装置を用いるか若しくは装置に手を加えて変更する場合には,それらの装置が一般試
験法に示されている標準的な装置を用いて得た結果と同等の結果が得られることを確認しなければならない.
試験液 :適切な試験液を用いる 規定された液量は,20～ 25℃での計量値に相当する 試験液が緩衝液の場合 ,

pHを規定値の±005以内となるように調整する (注 :試験液に溶存している気体は気泡の原因となることがあり,
試験結果に影響を与えることがある 溶存している気体が溶出試験結果に影響を及ぼす場合には,試験の前に脱気す
る
4 )

試験時間 :1時点での測定が規定されているときは,規定された溶出率に達 した場合には,その時間より早く試験
を終了することができる それ以外では,規定された時間の±2%以 内で試験液を採取する .
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