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复方丹参片微生物限度检查方法的验证

"

!龚玮!!江西省食品药品检验所 南昌 ""##$%"

关键词!复方丹参片!微生物限度

中图分类号!&''()*!!文献标识码!+

!! 复方丹参片为#中国药典$一部品种%功能与主

治为活血化瘀%理气止痛& 它由丹参'三七'冰片等

三味中药组成%其中丹参具有较强的抑菌性%故必须

采用适当的方法消除其抑菌性才能进行微生物限度

的检查& 通过研究%本文对细菌计数采用培养基稀

释法%霉菌'酵母菌计数采用培养基稀释法%而大肠

埃希菌和大肠菌群检查均采用常规法& 并对方法进

行验证%结果表明该方法有效可行&

,!仪器与试药
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!

高压蒸汽灭菌器!上海博迅实业

医疗器械有限公司"(34*$"5610$7 格兰仕微波炉

!顺德格兰仕微波炉电器有限公司"(289:;9<=>6(#,0

1电子天平!北京赛多利斯仪器系统有限公司"(

2705?0$3净化工作台!苏州净化有限公司"(@A8B

C;9DA0%##5生物安全柜!上海力申科学仪器有限公

司"(E-.03@2 细菌培养箱 !上海跃进医疗器械

厂"(F?0,(#+霉菌培养箱!上海跃进医疗器械厂"(

试验菌种)枯草芽孢杆菌 !+8D<BB=>>=G:<B<>" *5F55

!+"("*#,+'金黄色葡萄球菌 ! 2:8HIJB;D;DD=>8=0

9A=>" *5F55!+" $(##"+'大肠埃希菌!K>DIA9<DI<8

D;B<"*5F55!+" '',#$+'白色念珠菌 !58LM<M88B0

G<D8L>"*5F55!C" %4##,+'黑曲霉 !N>HA9O<BB=>L<0

OA9" *5F55!C"%4##"+%由中国药品生物制品检定

所提供&

胆盐乳糖发酵培养基'胆盐乳糖培养基'玫瑰红

钠琼脂培养基'营养琼脂培养基'营养肉汤培养基'

改良马丁液体培养基'改良马丁琼脂培养基'曙红亚

甲蓝琼脂培养基%由北京三药科技开发公司提供&

$!方法",#与结果

$),!菌液制备!取经 "* P培养 ,4 Q$' 小时的金

黄色葡萄球菌'枯草芽孢杆菌'大肠埃希菌的新鲜营

养肉汤培养物 , R1%用 #)%S无菌氯化钠溶液 ,# 倍

稀释至 ,#

T*

Q,#

TU

%约为 *# Q,## DV=WR1%做活菌计

数备用& 取经 $* P 培养 $' Q'4 小时的白色念珠

菌改良马丁液体培养物 , R1%用 #)%S无菌氯化钠

溶液 ,# 倍稀释至 ,#

T*

Q,#

T(

%约为 *# Q,## DV=W

R1%做活菌计数备用& 取经 $* P 培养 , 周的黑曲

霉改良马丁斜面培养物%加 * R1#)%S无菌氯化钠

溶液洗下黑曲霉孢子%吸取出孢子悬液 , R1%加 #)

%S无菌氯化钠溶液适量稀释%用标准比浊管比浊%

其浊度与标准比浊管相当后%取 , R1稀释后的孢子

悬液%用 #)%S无菌氯化钠溶液 ,# 倍稀释至 ,#

T'

%

约为 *# Q,## DV=WR1%做活菌计数备用&

$)$!供试液制备!取供试品 ,# O%置锥形瓶中%加

H@U)# 无菌氯化钠0蛋白胨缓冲液 ,## R1%振摇混

匀 %作为 ,X,# 供试液%取 ,X,# 供试液 ,# R1%加 H@

U)# 无菌氯化钠0蛋白胨缓冲液 %# R1%振摇混匀 %

作为 ,X,## 供试液&

$)"!细菌检查法的验证!!,"试验组)取 ,X,## 供

试液 #)* R1注入平皿%同时加入 *# Q,## DV= 试验

菌%立即倾注营养琼脂培养基%置 "# Q"* P培养箱

培养 $' QU$ 小时逐日观察结果&

!$"菌液组)测定每一菌株所加的试验菌数&

!""供试品对照组)取 ,X,## 供试液 #)* R1注

入平皿%立即倾注营养琼脂%置 "# Q"* P培养箱培

养 $' QU$ 小时逐日观察结果%测定供试品本底菌

数&

!'"回收率的计算)

按如下公式计算试验组的加菌回收率)

试验组的加菌回收率Y

试验组的平均菌落数T供试品对照组的平均菌落数

菌液组的平均菌落数

Z,##S

为该株阳性菌的回收率& 结果见表 ,&

$)'!霉菌"酵母菌检查法的验证!!,"试验组)取 ,

X,# 供试液 #)* R1和 *# Q,## DV= 试验菌同时加入

平皿中%立即倾注玫瑰红钠琼脂培养基%待凝固后%

置 $" Q$4 P培养箱培养 $' QU$ 小时%逐日观察结

果&

!$"菌液组)测定每一菌株所加的试验菌数&

!""供试品对照组)取 ,X,# 供试液 #)* R1加
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入平皿中%立即倾注玫瑰红钠琼脂培养基%待凝固

后%置规定温度培养 $' QU$ 小时逐日观察结果%测

定供试品本底菌数&

!'"回收率的计算)按前述公式计算试验组的

加菌回收率%结果见表 ,&

$)*!控制菌检查方法的验证

$)*),!大肠埃希菌的检查!供试液的制备同-$)

$.项下 ,X,# 供试液的制备&

试验组)取供试液 ,# R1加入 ,## R1胆盐乳糖

培养基中%同时加入上述大肠埃希菌液 ,# Q,##

DV=%置 "* P培养 $' 小时%取上述培养物 #)$ R1%接

种至含 * R1F[\培养基的试管内%培养%于 * 小

时'$' 小时在 "(( LR紫外线下观察%同时用未接种

的F[\培养基作本底对照& 观察后%沿管壁加入

数滴靛基质试液%观察& 同时取胆盐乳糖培养基的

培养物划线接种于曙红亚甲蓝琼脂培养基%培养 ,4

Q$' 小时%观察结果&

阴性菌对照组)取供试液 ,# R1加入 ,## R1胆

盐乳糖培养基%同时加入上述金黄色葡萄球菌 ,# Q

,## DV=%置 "*P培养箱培养 $' 小时%以下步骤同试

验组%结果见表 $&

$)*)$!大肠菌群的检查!供试液的制备同-$)$.

项下 ,X,# 供试液的制备&

试验组)取上述供试液 , R1加入含 ,# R1胆盐

乳糖发酵培养基管 , 支%同时加入上述大肠埃希菌

液 ,# Q,## DV= %置 "* P培养箱中培养 ,4 Q$' 小

时%观察结果%将培养物接种于曙红亚甲蓝琼脂培养

基的平板上%培养 ,4 Q$' 小时%观察结果%结果见表

$&

阴性菌对照组)取上述供试液 , R1加入含 ,#

R1胆盐乳糖发酵培养基管 , 支%同时加入上述金黄

色葡萄球菌液 ,# Q,## DV= %置 "*P培养箱培养 ,4

Q$' 小时%观察结果%将培养物接种于曙红亚甲蓝

琼脂培养基的平板上%培养 ,4 Q$' 小时%

观察结果%结果见表 $&

表 ,!细菌"霉菌和酵母菌计数方法学验证的试验结果#" 次$

试验序号
回收率S

金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 大肠埃希菌 白色念珠菌 黑曲霉

, ,#" 4U 4( 4' 4(

$ 4' UU 4' %$ %,

" U% %( 4# U4 4$

表 $!控制菌检查法方法学验证试验结果

大肠埃希菌检查
试验组

!供试液]大肠埃希菌"

阴性菌对照组
!供试液]金黄色葡萄球菌"

+1培养基 ] T

F[\靛基质试验 ]] W

KF+平板 典型菌落生长 无菌落生长

加入菌数!DV=" 4$%U' U4%U,

大肠菌群检查
试验组

!供试液]大肠埃希菌"

阴性菌对照组
!供试液]金黄色葡萄球菌"

+1乳糖发酵管 ] T

KF+平板 典型菌落生长 无菌落生长

"!讨论

复方丹参片处方中的丹参具有较强的抑菌性%

其所含的总丹参酮以及隐丹参酮'二氢丹参酮
"

'羟

基丹参酮
!

N'丹参酸甲酯和丹参酮
!

+%对敏感以

及耐药的金黄色葡萄球菌均有较强的抗菌作用& 另

外%丹参的水浸剂在试管内对一些皮肤真菌也有不

同程度的抑制作用&

鉴于处方中的丹参有较强抑菌性%但又不能确

定其对微生物限度检查有多大影响%故采用依次渐

进的方法来摸索合适的供试液浓度和方法& 根据对

* 味药的抑菌成分的分析%选择了金黄色葡萄球菌'

枯草芽孢杆菌和白色念珠菌三株较敏感菌株先进行

试验%每 , R1,X,# 供试液倾注 , 个平皿时%金黄色

葡萄球菌'枯草芽孢杆菌回收率均为 #%白色念珠菌

回收率为 *US(每 , R1,X,# 供试液倾注 $ 个平皿

时%金黄色葡萄球菌'枯草芽孢杆菌回收率均为 #%

白色念珠菌和黑曲霉回收率在三次独立的平行试验

中均能达到 U#S以上& 每 , R1,X,# 供试液等量倾

注 * 个平皿%金黄色葡萄球菌回收率为 "US%枯草

芽孢杆菌回收率为 $(S%每 , R1,X,## 供试液倾注

, 个平皿%金黄色葡萄球菌回收率为 **S%枯草芽孢

杆菌回收率为 '%S%每 , R1,X,## 供试液倾注 $ 个

平皿时在三次独立的平行试验中金黄色葡萄球菌'

枯草芽孢杆菌'大肠埃希菌回收率均达到 U#S以

上&

对于口服固体中药%该品种显示了较强的抑菌

性& 在对中药品种进行微生物限度检查方法学研究

时%根据处方查阅文献选取恰当的敏感菌株进行预

试验%往往能起到事半功倍的效果%而对结果进行分

析与文献报道进行比较%更能增加该方法的可靠性&
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