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4.05 微生物限度試験法

厳生物嬢度試験法多 物 を ブFこ孜め5.

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 うに当たっては,バ イオハザー ド防止に十分に留意する.

I非 無菌製品の微生物学的試験 :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も

試料の調製に界面活性斉J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~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 4.05-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。イw¢rg'〃/S″rger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 0.050/Om口ぇても良い。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.Иヮ2昭,′r7/s″堪rr又 は'αc'〃″sざ力r′′な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

齢?り ′θCθCC″5

例 えば , A T C (

6538, NCIMB

9 5 1 8 ,  C I P  4  8

又 は

NBRC13276

ソイ ビーン・カ

ゼイ ン・ダイジ

ェス トカンテン

培地又はノイ ビ

ーン・カゼイン・

ダイジェス ト培

地

30～ 35℃

18～ 24時 間

ノイ ビーン・カゼイ

ン・ダイジェス トカ

ンテン培地及び ノ

イ ビー ン・カゼイ

ン・ダイジェス ト培

地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦3日 間

ノイビーン・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～ 35℃

≦3日 間

Ps22rttθ777θ″αS

α2/″gr″οsα

例 えば,A T C (

9027, NCIMB

8626, CIP

82118ヌ コま

NBRC 13275

ノイ 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 ノ

イ ビー ン・カゼイ

ン・ダイジェス ト指

地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦3日 間

ノイビーン・カゼイン・

ダイジェス トカンテン

培地/M P Nソ イビーン・

カゼイン・ダイジェス

ト培地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦3日 間

βαc,′′″s sr/br,力ざ

例 えば ,ATCC

6633, NCIMB

8054,CIP 52 62

又 は NBRC

3134

ノイ 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 - 35R3

18～ 24時間

ノイ 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 - 35R3

≦3日 間

ノイビーン・カゼイン・

ダイジェス トカンテン

培地/MPNソ イビーン・

カゼイン・ダイジェス

ト培地

≦100 CFU

30～ 35℃

≦3日 間

Cα″ど,冴α

α′あテc`z″s

例 えば , A T C C

10231, NCPF

3179, IP 48.72

ヌをは NBRC

1594

サブロー ・ブ ド

ウ糖カンテン培

地又はナプロ

ー ・ブ 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

サブロー ・ブ ドウ糖

カンテン培地

≦100 CFU

20 ハ▼ 25R3

≦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

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 ハ▼ 25RC

≦5 日間

/4ギβ2/gFr′″ざ

″】g2r

例 えば , A T (

16404, IMI

149007, IP

1431.83 又 は

NBRC 9455

サブロー ・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

ノイ ビーン・カゼイ

ン・ダイジェス トカ

ンテン培地

≦100 CFU

30 ヘヤ 35R3

≦5 日間

サブロー ・ブ ドウ糖

カンテン培地

≦100 CFU

20 ハV 25R3

≦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

30～ 35℃

≦5日 間

官ヽN:適用せず

サブロー ・ブ ドウ糖

カンテン培地

≦100 CFU

20 - 25RE

≦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 ノイビーン ・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 4.05-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 10倍希釈液を調製する).分 散 しやすくするために,例 えばポリンルベー ト80(濃 度 :l gL)

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ツルベー 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。乳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回体

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 (“剥離ライナール
)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 問激 しく振 とうする.

4.S.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 10/0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校を用いて試験する.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.

試料による発育阻止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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4,5.3.抗菌活性の中和/除 去

4.5。2.及び 4.5.4.に示した手順に従って試験を行い,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加,(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 :抗菌斉」の

活性を中和するため,中 和剤を用いることができる (表4.05-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。中和剤を用いた場合は,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

がって,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 生物の肇育と

その許容基準に見合つた最も低い濃度で試験を行う,

表 4.05‐I-2 阻 害物質に対する一般的な中和剤/中 和法

阻害物質 中和剤/中 和法

グルタルアルデヒ 水銀剤 亜硫酸水兼ナ 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

ソル ビン酸塩
希 釈

アルデヒド類

四級アンモニウム化合物,パ ラオキシ安定、香

酸エステル類, ビスービグアニ ド類

グ リ

レシチ ン

四級アンモニウム化合物,パ ラオキシ安息呑

酸エステル類, ヨ ウ素
ポリソルベー ト

水銀剤 チオグリコール酸塩

水銀剤,ハ ロゲン類,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 405-1-1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.メンブランフィルター法

メンブランフィルターは,孔 径 0.45 μm以 下のものを使用する。フイルターの材質は,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.

4.5。1.～ 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 (totぷaerObおmicrobi』count;TAMC)測 定用としてソイビーン ・カ

ゼイン ・ダイジエス トカンテン培地の表面に,総 真菌数 (tottt combincd ycasts/moulds count;TYMC)測定用 としてサ

ブロー ・ブ ドウ糖カンテン培地の表面に移す.表 4.05-I-1に示 した条件で平板を培養後,集 落数を測定する.

4.S.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 mIンのノイビーン ・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加する.表4.05-

I-1に拳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‐I-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株法

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加する 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 0,l 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ァ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,MPN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.～ 4.53.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 13又 は l mLずつをとり,ノ 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 リノルベー ト80の ような界面活性斉」,又 は抗菌斉J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も被験製品の性質によつ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 4.05-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誤J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

液体又は団体は,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斉」)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

ヤよ 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.

バルク原料又は製斉J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

従つて,各 フィルターを洗持する.

1枚のメンブランフィルターは,TAMCの 測定のためにノイビーン ・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 測定のためにサブロー ・ブドウ糖カンテン培地の表面に移す ノイビーン ・カ

ゼイン ・ダイジエ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,4.5.1に記載されている調製液の 10%量ずつを2枚 の滅菌メンブランフィルターで別々

にろ過する 1枚のメングランフィルターは TAMCの 計測のためにノイビーン ・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.

5.2.2.カンテン平板法

5,2.2.1.カンテン平板混釈法

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 ,「的に

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 1赴 当た りの集落数を算出する.

S.2.2.2.カンテン平板表面塗株法

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 imL当 た りの微生物の最確数を求める.

5。3.結 果の判定

ノイビーン ・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 (T内 4C)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.MIPN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,

_103 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 貿又は mL数
製品 lg又 は l mL

当た りの最確数
95%信 頼限界

0.01 0.001

0 0 0 <3 0-9.4

0 1 3 0.1‐9.5

0 1 0 3 0。1‐10

0 1 1 12-17

2 0
つ
４ 12‐ 17

0 0 9.4 3.5-35

1 0 0 3.6 0.2‐ 17

1 0 1
つ
々 1.2- 17

] 0 2 4-35

1 1 0 7.4 1,3‐20

1 1 1 4-35

l 2 0 4-35

1 2 1 5-38

1 3 0 16 5-38

2 0 0 9。2 15,35

2 0 I 14 4-35

2 0 2 20 5-38

2 1 0 4-38

2 1 1 20 5‐38

2 1 2 27 9-94

2 2 0 21 5-40

2 2 1 28 9-94

2 2 9‐94

0 29 9-94

1 36 9-94

3 0 0 23 5-94

3 0 1 9,104

3 0 2 64 16-181

1 0
方
骨 9

1 1
，
′ 17 199

1 2 120 30-360

1 160 30-380

2 0 93 18-360

3
つ
々 1 30-380

3 2 2 210 30-400

3 2 290 90‐990

3 3 0 240 40,990

3 3 1 460 90-1980

3 3 2 1100 200-4000

3 3 >1 100
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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,基本手順

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剤を使用する場合は,「 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~シ ~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,ス はノイビーン ・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.

S r ?り′οCθC C″Sα″r夕″s(黄 色ブ ドウ球菌):例 えば,A T C C  6 5 3 8 , N C I M B  9 5 1 8 , C I P  4 . 8 3又 は N B R C  1 3 2 7 6 ,

Ps2″あ″θ″α5αβr宅力θSa(緑 膿菌) :例 えば, ATCC 9027, NCN8 8626, CIP 82.118又 ヤま■lBRC 13275,

ふ訪ヶj訪,α cο′′(大腸菌):例 えば,A T C C  8 7 3 9 , N C I M B  8 5 4 5 , C I P  5 3 . 1 2 6又 は N B R C  3 9 7 2 ,

筋筋θ″′脇夕″F夕/rCa subsp.夕″r夕/た。serovar Typhimurium (サ ルモネ ラ):例 えば, ATCC 14028

又は代替 として

Sαttθ泌 わ夕″″た α subsp夕″r2ガcα scrovar Abony(サルモネ ラ):例 えば,NBRC 100797,NCTC 6017又 は CIP 80.39,

Cα″か筋 α′b'cα″s(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

crθsrガか″″ヮθ/οg夕″夕ざ:例 えば ATCC l1437体 BRC 14293,NCIMB 12343, CIP 100651)又 ヤま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 ?θ殉解ヵ¢ざ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.に記哉の

製品の試験においても実施する、

3.3.塔地の性能試験

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-■-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,団 体培地 :各平板培地に道切な少数の微生物 (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」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 としてはノイビ
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).

4.1.2.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.止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って,それぞれ被験製品の0.lg,0,01g,00013(又は 0,l mL,

0.01 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・レンド・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.

4.13.2.半Jうこ

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 4,05-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」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 切な量のノイビーン ・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.

4.2.2.選択培養

容器を振 り, ノイビーン ・カゼイン ・ダイジェス ト培地の l mLを マンコンキー液体培地 100 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.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.

4.3.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 量のノイビーン ・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。

4.3.2.選択培養

ノイビーン ・カゼイン ・ダイジェス ト培地 0.l 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判定

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」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 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

相当量を滅菌メンプ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。

4.4.2選択塔養

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 lB以 上採 り,「生菌数試験」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 量のノイビーン ・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.判定

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 28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分問加熱後,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 l mL相 当量を (3.4.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梓菌 (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.カンジダロアルビカンス

4.7.1.試料調製及び前培養

被験製「吊を 「生菌数試験」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 サブロー ・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 5001nLの水で溶解し,水 酸化ナ トリウム試液でpH7_0～7.4に調整後,水 を加えて looO IIt

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 (80011)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          3,6g

リン酸水素ニナ トリウムニ水和物     7.2g(リ ン酸塩 0.067molに相当する)

塩化ナ トリウム              4.3g

ペプ トン (肉製又はカゼイン製)     1.Og

水                     1000 mL

確認 されたサイクルで高圧蒸気滅菌する.

ノイビーン ・カゼイン ・ダイジェス ト培地

カゼイン製ペプ トン          17.Og

ダイズ製ペプ トン            3.Og

塩化ナ トリウム              5.Og

リン酸水素ニカリウム          2.5g

ブ ドウ糖一水和物            2.5g

水                         1000 mL

滅菌後の pHが 25℃で 71～ 7.5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。

ノイ 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          15,Og

ダイズ製ペプ トン            50g
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