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微生物限度检查SOP

1. 适用范围：本厂各品种微生物限度检查。

2. 职责

检验员：严格按SOP进行检验。
QC主管：监督检查执行情况。

3. 定义

微生物限度检查法系指非规定灭菌制剂及原、辅料、包材受到微生物污染程度的一种检查方法，包括染菌量及控制菌的检查。

4. 抽样和样品保存

4.1. 按批号随机抽样，抽样量为检验用量（2个以上最小包装单位）的3倍量。

4.2. 抽样时，凡发现有异常或可疑的样品，选取有疑问的样品，但机械损伤、明显破裂的包装不 得作为样品。

4.3. 凡能从药品、瓶口（外盖内侧及瓶口周围）外观看出长螨、发霉、虫蛀及变质的药品可直接判为不合格品，无须再抽样检验。

4.4. 供试品在检验之前，保存于阴凉干燥处，勿冷藏或冷冻。

4.5. 供试品在检验之前，保持原包装状态，严禁开启，并保存在阴凉干燥处（勿冷藏或冷冻）。已开启样品不得作为供试品。

5. 主要仪器及设备

恒温培养箱、生化培养箱、、恒温水浴锅、电冰箱、超净工作台、生物显微镜、放大镜、电热恒温干燥箱、电热压力消毒器、药物天平。

6. 操作方法

6.1. 试验前准备

6.1.1. 将供试品及所有已灭菌的平皿、吸管（1ml、10ml）稀释剂等移至操作室内。准备好足够用量，避免操作中出入操作间。

6.1.2. 开启紫外灯和层流罩30min。

6.1.3. 操作人员用肥皂洗手，关闭紫外灯，进入缓冲间，换工作鞋，用消毒液洗手或用乙醇棉球擦手，穿戴好无菌衣、口罩等。

6.1.4. 操作前先用乙醇棉球擦手、工作台面，再用乙醇棉球擦拭供试品瓶、袋等的开口周围，待干后用灭菌剪刀或镊子将供试品启封。

6.1.5. 供试品制成供试液后，在1小时内注皿操作完毕。

6.2. 供试液的制备

6.2.1. 液体供试品

取供试品10ml，加入90ml稀释剂中，混匀，作为供试液（1：10）。

6.2.2. 固体、半固体供试品

称取供试品10g，置0.9%无菌氯化钠溶液中，用适宜方法混匀后，作为供试液（1：10）。

6.2.3. 胶囊剂供试品

称取供试品10g置锥形瓶中，加入稀释剂100ml，,于45℃水浴中振摇至溶，即为1：10供试液。

6.2.4. 内包装材料：按该品种项下规定方法制备。

6.2.5. 原料辅料：液体按6.2.1.制备，固体、半固体按6.2.2.制备。

6.2.6. 对照菌液：取大肠杆菌[CMCC（B）44 102]的营养琼脂培养基斜面新鲜培养物1白金耳,接种到营养肉汤培养基内，培养18-20小时后，稀释至1：106，加入量为50~100个。

6.3. 试液及指示剂

6.3.1. 40%氢氧化钾试液：取氢氧化钾40g,加水溶解成100ml。

6.3.2.  6% α-萘酚乙醇试液：取α-萘酚6.0g,加无水乙醇溶解成100ml。

6.3.3. 靛基质试液：取对二甲氨基苯甲醛5.0g,加入戊醇(或丁醇)75ml,充分振摇,使完全溶解后,再取浓盐酸25ml徐徐滴入,边加边振摇,以免骤热导致溶液色泽变深,或取对二甲氨基苯甲醛1.0g,加入95%乙醇95ml,充分振摇,使完全溶解后,取浓盐酸20ml徐徐滴入。

6.3.4. 甲基红指示液：取甲基红0.1g,加95%乙醇300ml,使溶解后,加水至500ml即得。

6.3.5. 溴麝香草酚蓝指示液：以溴麝香草酚蓝0.4g,加1mol/L氢氧化钠溶液0.64ml使溶解,再加    水至100ml。

6.3.6. 酸性品红指示液(变色范围PH6.0~7.4,黄→红)：取酸性品红0.5g,加水100ml使溶解,再逐    渐加1 mol/L氢氧化钠溶液16ml,每加1滴均应将溶液充分摇匀后再加第2滴,直至溶液呈草黄色；于沸水内保持15分钟,再静置2小时,滤过,即得。

6.4. 供试液的稀释（10倍递增稀释法）

取已灭菌吸管吸1：10均匀供试液1ml加入已灭菌装有9ml稀释液的试管中，混匀，即为1：100供试液。以此类推，可得1：1000、1：10000等供试液。每递增1稀释级，必须更换吸管。
6.5. 细菌、霉菌检验

6.5.1. 注平皿

在进行10倍递增稀释的同时，以该稀释级吸管，分别吸取各级稀释液各1ml至每个灭菌平皿中，每一稀释级注2个平皿中（左手持平皿，将盖半开，右手持吸管），将1ml供试液慢慢全部注入平皿中。同时作阴性对照（各级稀释液注皿完毕后，用另一支1ml吸管吸取稀释剂各1ml，分别注入 2个细菌培养基中、2个霉菌培养基中，如用测定酵母菌数时，则增加2个平皿作酵母菌数阴性对照）。

6.5.2. 倾注培养基

将预先配制好的已灭菌培养基（细菌计数营养琼脂，霉菌、酵母菌计数用玫瑰红钠琼脂，含蜂蜜、王浆液体制剂另加YPD琼脂）熔化，冷至45℃时倾注上述各个平皿约15ml，以顺时针或反时针方向快速旋转平皿混匀，切勿将培养基溅到皿边及皿盖上，至操作台上待凝。

6.5.3. 培养

      细菌计数平板倒置于30~35℃培养箱中培养48h，霉菌、酵母菌计数平板倒置于25~28℃培养箱中培养72h。

6.6.    大肠杆菌检验：详见6.8.2.

6.7.    活螨检验：一般供试品每批取样两瓶。单剂量、一日剂量包装的样品，每批抽取两盒（每和检查3—4个最小包装单位）；贵重或微量包装的供试品，取样量可酌减。必要时，可再次抽样，或选取有疑问的样品进行检查。

6.7.1. 直检法：取供试品先用肉眼观察，有无疑似活螨的白点或其它颜色的点状物，再用5—10倍放大镜或实体显微镜检视。有螨者，有解剖针或小毛笔挑取活螨放在滴有一滴甘油溶液的载玻片上，置显微镜下观察。

6.7.2. 漂浮法：取供试品放在盛有饱和食盐水的扁形称量瓶或适宜的容器内，加饱和食盐水至容器的三分之二处，搅拌均匀，置10倍放大镜或实体显微镜检查，或继续加饱和食盐水至瓶口处（为防止盐水和样品溢出污染桌面，宜将上述容器放在装有适量甘油溶液的培养皿中），用洁净的载玻片盖在瓶口，使玻片与液面接触，沾取液面上的漂浮物，迅速反转玻片，置显微镜下观察。   

6.8. 菌落计数

6.8.1. 细菌、霉菌与酵母菌计数

6.8.1.1. 菌数测定阴性对照试验 ：应不得长菌。

6.8.1.2. 菌数报告规则 
  细菌宜选取平均菌落数在30~300之间的稀释级，霉菌宜选取平均菌落数在30~100之间的稀释级作为报告菌数计算的依据。如有1个稀释级在30~300（30~100）之间时，将该稀释级的菌落数乘以稀释倍数报告；如同时有2个稀释级在30~300（30~100）之间时，按下式计算两级比值。

高稀释级的平均菌落数×稀释倍数

比值 =  

低稀释级的平均菌落数×稀释倍数

当比值≤2时，以两稀释级的均值报告,当比值＞2时，以低稀释级的平均菌落数乘以稀释倍数报告；如同时有3个稀释级的平均菌落数均在30~300之间时，以后2个稀释级计算级间比值报告；如各稀释级的平均菌落数均不在30~300之间，以最接近30或300的稀释级平均菌落数乘以稀释倍数报告；如各稀释级平均菌落数均在300（100）以上，按最高稀释级平均菌落数乘以稀释倍数报告；如各稀释平均菌落数均小于30时，一般按最低稀释级平均菌落数乘以稀释倍数报告。如当1：10（或1：100）稀释级平均菌落数等于或大于原液（或1：10）稀释级时，应以培养基稀释法测定，按测定结果报告菌数。

6.8.2. 大肠杆菌

6.8.2.1. 除另有规定外，取供试液10ml（相当于供试品1g、1ml培养温度为36±1℃）。直接或处理后接种，经增菌、分离培养后,进行革兰染色、生化试验与血清凝集试验等项检查。

6.8.2.2. 取胆盐乳糖培养基3份，每份100ml，2份分别加入规定量的供试液，其中1份中入对照菌50~100个作阳性对照，第3份加入供试液等量的稀释液作阴性对照。培养18~24小时（必要可延至48小时）。阴性对照应无菌生长。取上述3份的培养物各0.2ml，分别接种至5mlMUG培养基管内培养，分别于5小时与24小时时，取未接种的MUG培养基管作本底对照，将各管置365nm紫外光下观察。阳性对照管呈现荧光，MUG阳性。供试液的MUG管呈现荧光，MUG阳性；无荧光，MUG阴性。然后加数滴靛基质试液于MUG管内，液面呈玫瑰红色为阳性，呈试剂本色为阴性。

6.8.2.3. 当阴性对照呈阴性，阳性对照正常生长，供试液胆盐乳糖培养基培养液澄明，并证明无菌生长，判未检出大肠杆菌。供试液MUG阳性，靛基质阳性，判检出在肠杆菌；MUG阴性，,靛基质阴性，判未检出大肠杆菌。

6.8.2.4. 如MUG阳性、靛基质阴性，或MUG阴性、靛基质阳性，均应取供试液胆盐乳糖培养基培养物划线于曙红亚甲蓝琼脂平板或麦康凯琼脂平板，培养18~24小时,如上述供试液培养物的分离平板无菌落生长，,判未检出在肠杆菌.或有菌落生长，应挑选2~3可疑菌落作靛基质试验(I)、甲基红试验(M)、乙酰甲基甲醇生成试验(V-P)、枸橼酸盐利用试验(C)及革兰染色、镜检，,按表1判定判断结果。

· 靛基质试验(I)  取可疑菌落或斜面培养物，接种于蛋白胨水培养基中，培养24小时，沿管壁加入靛基质试液数滴，液面呈玫瑰红色为阳性，呈度剂本色为阴性。

· 甲基红试验(M)   取可疑菌落或斜面培养物，接种于磷酸盐葡萄糖胨水培养基中，,培养48小时±2小时，于每2ml培养液中加入α-萘酚乙醇试液1ml，混匀，再加40%氢氧化钾溶液0.4ml，充分振摇，在4小时内出现红色为阳性，无红色反应为阴性。

· 枸橼酸盐利用试验(C)   取可疑菌落或斜面培养物，接种于枸橼酸盐培养基的斜面上，一般培养48~72小时，培养基斜面有菌落生长，培养基由绿色变为蓝色时为阳性，培养基颜色无改变为阴性。

6.8.2.5. 结果判断见下表对与MUG-I反应不符的可疑菌株(见注①\②)，应重新分离培养，再作生化试验证实。

MUG的结果判断

	MUG-I
	曙红亚甲蓝琼脂
	IMVic
	结果

	+  +
	
	
	检出大肠杆菌

	-   -
	
	
	未检出大肠杆菌

	+  -
	无菌生长
	
	未检出大肠杆菌

	+  -
	有菌生长
	- + - -
	检出大肠杆菌

	-   +
	有菌生长
	+ + - -
	检出大肠杆菌


注：①、②如①出现++--或②出现-+--，均重新分离菌株，再作MUG-I和IMVic试验。

6.9. 微生物限度标准

	品种
	细菌数
	霉菌数
	大肠杆菌、活螨

	银翘合剂
	≤80个/ml
	≤80个/ml
	不得检出

	消斑口服液
	≤80个/ml
	≤80个/ml
	不得检出

	硫酸锌颗粒
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	对乙酰氨基酚胶囊
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	氯霉素片
	—
	≤80个/g
	不得检出

	硫酸锌
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	对乙酰氨基酚
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	滑石粉
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	硬脂酸镁
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	蔗糖
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	糊精
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	淀粉
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	乳糖
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	聚山梨酯-80
	≤500个/ml
	≤50个/ml
	不得检出

	羧甲基淀粉钠
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	枸橼酸
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	银翘合剂浸膏
	≤50个/ml
	≤50个/ml
	不得检出

	空心胶囊
	≤500个/g
	≤50个/g
	不得检出

	药品包装用铝箔
	≤100个/10cm2
	≤50个/10cm2
	不得检出

	聚酯瓶(100ml)
	≤50个/瓶
	≤50个/瓶
	不得检出

	复合膜
	≤100个/10cm2
	≤50个/10cm2
	不得检出

	药品包装用PVC硬片
	≤100个/10cm2
	≤50个/10cm2
	不得检出

	无毒塑料袋
	≤100个/10cm2
	≤50个/10cm2
	不得检出

	聚乙烯瓶
	≤500个/瓶
	≤50个/瓶
	不得检出

	消斑口服液吸管
	≤50个/5支
	≤50个/5支
	不得检出

	消斑口服液铝盖（A型）
	≤50个/5个
	≤50个/5个
	不得检出


6.10. 结果判断

6.10.1. 细菌数、霉菌数、大肠杆菌、活螨均符合标准规定，判符合规定，其中任何一项不符合标准规定，则判不符合规定。

6.10.2. 细菌数、霉菌数第一次测定超过该品种项下规定时，从同一批号样品中随机抽样，复试2    次，以3次结果平均值报告。

6.10.3. 若检出大肠杆菌或活螨时，按一次检验结果为准，不再抽样复试，判不符合规定。

附注：培养基配制方法

1. 培养基灭菌条件：121℃20分钟。

2. 营养肉汤培养基：取胨10g、氯化钠5g加入1000ml肉浸液中,微温溶解后,调节PH为弱碱性,煮沸，滤清，调节。PH值使灭菌后为7.2±0.2，分装，灭菌。

3. 营养琼脂培养基：照1.方法，加入15~20g琼脂，调节PH值使灭菌后为7.2±0.2，分装，灭菌。

4. 玫瑰红钠琼脂培养基

   胨    5g          玫瑰红钠   0.0133g    葡萄糖   10g     硫酸镁     0.5g

   琼脂  15~20g      磷酸二氢钾   1g       水 1000ml

除葡萄糖、玫瑰红钠外，取上述成分，混合，加热溶化后，滤过，加入葡萄糖、玫瑰红钠，分装，灭菌。

5. 酵母浸出粉胨葡萄糖琼脂培养基（YPD）

   胨          10g           琼脂     15~20g           葡萄糖      20g

酵母浸出粉   5g           水        1000ml

除葡萄糖外，取上述成分，混合，加热溶化后，滤过，加入葡萄糖，分装，灭菌。

6. 胆盐乳糖培养基（BL）                          

磷酸二氢钾   1.3g                乳糖    5g         胨  10g       氯化钠     5g

牛胆盐（或去氧胆酸钠0.5g） 2g   磷酸氢二钾 4.0g     水   1000ml  

除乳糖、牛胆盐外，取上述成分，混合，加热使溶解，调节PH值使灭菌后为7.4±0.2，煮沸，滤清，加入乳糖、牛胆盐，分装，灭菌。                         

7. 曙红亚甲蓝琼脂培养基(EMB)

   营养琼脂培养基理论 100ml     曙红钠指示液       2ml

20%乳糖溶液   5ml           亚甲蓝指示液   1.3~1.6ml

取营养琼脂培养基，加热溶化后，冷至60℃，按无菌操作加入灭菌的其他3种溶液，摇匀，倾注平皿。

8. 麦康凯琼脂培养基（MacC）

胨    20g         1%中性红指示液   3ml    乳糖   10g      氯化钠   5g

琼脂  15~20g      牛胆盐   5g              水   1000ml      

除乳糖、指示液、牛胆盐及琼脂外，取上述成分，加使溶解，调节PH值使灭菌后为7.2±0.2，加入琼脂，加热溶化后，再加入其余各成分，摇匀，分装，灭菌，冷却约60℃，倾注平皿。

9.  4-甲基伞形酮葡糖苷酸（4-Methylumbelliferyl-β-D-Glucuronide，MUG）培养基

胨       10g              磷酸二氢钾    0.9g       硫酸铵   5g   

磷酸氢二钠（无水）  6.2g   硫酸锰       0.5mg      亚硫酸钠   40mg  

硫酸锌  0.5mg             亚硫酸钠      40mg      硫酸镁  0.1g  

MUG   75mg              氯化钠       10g        水  1000ml     氯化钙  50mg

10. 蛋白胨水培养基

胰蛋白胨   10g             水   1000ml             氯化钠      5g  

取上述成分，混合，加热溶化，调节PH值使灭菌后为7.3±0.1，分装于小试管，灭菌。

11. 磷酸盐葡萄糖胨水培养基

胨      7g                        磷酸氢二钾    3.8g 

葡萄糖  5g                        水          1000ml

取上述成分，混合，微温使溶解，调节PH值使灭菌后为7.3±0.1，分装于小试管，121℃，灭菌15分钟。

12. 枸橼酸盐培养基

氯化钠       5g                枸橼酸钠(无水)        2g  

硫酸镁      0.2g               溴麝香草酚蓝指示液   20ml 

磷酸氢二钾  1.0g               琼脂                15~20g

磷酸二氢铵   1g                水                 1000ml

除指示液和琼脂外，取上述成分，混合，微温使溶解，调节PH值使灭菌后为6.9±0.1，加入琼脂，加热溶化，加入指示液，混匀，分装于小试管，灭菌，置成斜面。

注：所用琼脂应不含游离糖，用前用水浸泡冲洗。

