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落而造成远端末梢栓塞!术后急性动脉血栓形成!夹

层等并发症+支架置放也会造成如动脉破裂'覆盖侧支

循环'支架内血栓形成'支架移位及支架内动脉内膜增

生再狭窄等并发症$ 本组曾有 % 例在手术过程中发生

导丝误入动脉内膜下造成血管夹层的情况!但用支架

覆盖后夹层被封闭$ 对于以上所述并发症!可行的预

防措施有*

#

术中掌握球囊扩张压力和范围!予扩张直

径以能通过支架即可+

$

用支架完全覆盖扩张后的血

管内膜!如狭窄段不能完全撑开!再次球囊扩张$
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四环素眼膏微生物限度检查法研究

林丽英!黄!灿

摘!要!目的!建立四环素眼膏的微生物限度检查法$ 方法!采用培养基稀释法'萃取 ]薄膜过滤法!测定四环素眼膏对

, 种试验菌株的回收率!并对控制菌检查法进行验证$ 结果!真菌及酵母菌数采用培养基稀释法检查!细菌数'控制菌可采用萃

取 ]薄膜过滤法检查$ 结论!该方法可有效检出四环素眼膏中污染的微生物!为更好地评价四环素眼膏的有效性和质量的控制

提供科学的依据$

关键词!四环素眼膏!微生物限度检查!方法研究
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!!本品主要成分为四环素$ 其化学名称为** N甲

基 NO N"二甲氨基# N)!*!%&!%(!%(=N五羟基 N%!

%% N二氧代 N%!O!O=!,!,=!*!%%!%(=N八氢 N( N并

四苯甲酰胺$ 是广谱抑菌剂!高浓度时具杀菌作用$

许多立克次体属'支原体属'衣原体属'螺旋体对本品

敏感$ 临床上常用于敏感病原菌所致结膜炎'眼睑

炎'角膜炎'沙眼等$ 作用机制为药物能特异性地与

细菌核糖体 )&6 亚基的 5位置结合!抑制肽链的增

长和影响细菌蛋白质的合成
/%0

$ 本品具有很强的抗

菌活性!但对某些非敏感或耐药性菌株可能会存在于

其制剂中!这必将影响其治疗效果!且将对患者造成

潜在危害$ 因此有必要为本品建立微生物检限度查

法!便于控制其质量!保证患者用药安全
/(0

$ 本研究

实验采用培养基稀释法'萃取 ]薄膜过滤法来消除其

对细菌的抑制性!可为同类药品的微生物限度检查法

提供科学的实验依据$

材料与方法

%A菌种*金黄色葡萄球菌 /P9PP"0# (*&&) 0'大肠杆菌

/P9PP"0#OO%&(0'枯草芽胞杆菌/P9PP"0#*),&%0'铜绿假

单胞菌"E3:/;1Z1>=3=:̀/[2>13=#"P9PP"0#%&%&O#'白色念珠

菌/P9PP"S#%&%()0+均购自中国药品生物制品检定所+黑曲

霉"5UPP%*O&O#购自于广东省微生物研究所$

(A培养基*营养琼脂培养基'玫瑰红钠琼脂培养基'营养

肉汤培养基'改良马丁培养基'改良马丁琼脂培养基'胆盐乳

.-&%.
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糖培养基'十六烷基溴化铵琼脂培养基$ 均购自中检所监制

的北京三药有限公司$

)A供试品*四环素眼膏"批号*(&&-&)(,#!芜湖三益制药

有限公司"购自药店#$

OA仪器*集菌仪*杭州泰林医疗器械厂!#UTNe型+一次性

薄膜过滤器*北京牛牛基因技术有限公司!型号 B6&% N+,.%D$

,A菌液的制备
/)0

*按 %中国药典&(&&, 年版二部附录 (微

生物限度检查法)项下!制成 ,& W%&&Ma/FZ@的菌悬液$

*A供试液的制备
/O0

*取本品 %&[!用 (&Z@O,j灭菌的十四

烷酸酸丙酯溶解后!加入 %&&Z@O,j灭菌的 E#+A& 氯化钠 N

蛋白胨水溶液!用力振摇约 ,Z2>!静置!使明显分层!取水层

"下层#作为 %q%& 供试液$

+A方法验证*"%#真菌和酵母菌计数检查法的验证*试验

组*分别取 %q%& 供试液 %Z@'&A,Z@与菌悬液 %Z@"白色念珠菌

或黑曲霉#注入同一灭菌平皿中!迅速倒入 %, W(&Z@O,j左

右的玫瑰红钠琼脂培养基!待凝$ 在 () W(-j培养箱中培养

+(C!点计菌落数!每个菌株每个稀释级各制备 ( 个平皿!取均

值$ 菌液组*取菌悬液 %Z@加入灭菌平皿中!立刻加入 %, W

(&Z@O,j左右的玫瑰红钠琼脂培养基!各菌株平行制备 ( 个

平皿!取均值$ 测定加入的试验菌数$ 供试品本底菌组*按试

验组的方法!不加菌液!测定供试品菌数$ 回收率 "V# t

/"试验组菌数 N供试品本底菌组菌数 # F菌液组菌数 0 Y

%&&V$ 真菌和酵母菌计数回收率见表 %$ 由表 % 可以看出!

要白色念珠菌和黑曲霉 ) 次回收率均达到 +&V以上!应采用

&A, 毫升F皿的稀释级$ 即本品的真菌及酵母菌数检查可采用

培养基稀释法"&A, 毫升F皿#$ "(#细菌计数检查法的验证*

由于本品是广谱抗生素!因此细菌计数法验证直接采用薄膜

过滤法 /,0

!但供试品的特性使样品不能直接过滤!在过滤前必

须对供试品进行前处理$ 本实验采用十四烷酸酸丙酯溶解

后!再用 E#+A& 氯化钠 N蛋白胨水溶液萃取 "见供试液制

备#$ 试验组*取 %q%& 供试液 %Z@加入 %&&Z@E#+A& 氯化钠

N蛋白胨水溶液中!摇匀!用薄膜过滤器过滤"滤膜先用稀释

液湿润#!滤干后再用 E#+A& 氯化钠 N蛋白胨水溶液 )&&Z@'

O&&Z@分 )'O 次冲洗滤膜!在最后一次中加入相应试验菌液

%Z@!滤干后!取出滤膜!截菌面朝上贴于营养琼脂培养基平板

上!每个菌株"大肠杆菌'金黄色葡萄球菌'枯草芽胞杆菌#至

少各制备 % 个平皿!置培 )( W),j养箱培养 O-C!点计菌落

数$ 菌液组*取菌液 %Z@加入平皿中!加入 %&&Z@E#+A& 氯化

钠 N蛋白胨水溶液中!滤干$ 取出滤膜!截菌面朝上贴于营养

琼脂培养基平板上!培养!测定加入的试验菌数$ 供试品本底

菌组*按试验组的方法!不加菌液!测定供试品菌数$ 稀释剂

对照组*取配制好的菌悬液!从供试液制备开始!按试验组操

作!测定各菌株回收率!结果见表 ($ 由表 ( 可以看出!细菌计

数采用萃取 ]薄膜过滤法!稀释剂对照组回收率达到药典要

求的 +&V以上!当冲洗量达到 O&&Z@时!大肠杆菌'金黄色葡

萄球菌和枯草芽胞杆菌 ) 个菌株 ) 次的回收率均可达到 +&V

以上$ 说明本品可采用该方法检查样品中污染的细菌数$

")#制菌检查的方法验证*本品为外用制剂!按 %中国药典&

(&&, 年版规定!控制菌必须检查铜绿假单胞菌和金黄色葡萄

球菌!方法验证如下*

#

铜绿假单胞菌检查法的验证*试验组*

取%q%&供试液 %&Z@!加入 %&&Z@E#+A& 氯化钠 N蛋白胨水溶

液中!摇匀!用薄膜过滤器过滤"滤膜先用稀释液湿润#!滤干

后再用 E#+A& 氯化钠 N蛋白胨水溶液 O&&Z@分 O 次冲洗滤

膜!在最后一次中加入铜绿假单胞菌菌悬液 %Z@!滤干后!加入

%&&Z@胆盐乳糖增菌培养基!按铜绿假单胞菌检查法检查$ 阴

性菌对照组*取 %q%& 供试液 %&Z@!加入 %&&Z@E#+A& 氯化钠

N蛋白胨水溶液中!摇匀!用薄膜过滤器过滤"滤膜先用稀释

液湿润#!滤干后再用 E#+A& 氯化钠 N蛋白胨水溶液 O&&Z@分

O 次冲洗滤膜!在最后一次中加入大肠杆菌菌悬液 %Z@!滤干

后!加入 %&&Z@胆盐乳糖增菌培养基!按铜绿假单胞菌检查法

检查+

$

金黄色葡萄球菌检查法的验证*试验组*取 %q%& 供试

液 %&Z@!加入 %&&Z@E#+A& 氯化钠 N蛋白胨水溶液中!摇匀!

用薄膜过滤器过滤"滤膜先用稀释液湿润#!滤干后再用 E#+A

& 氯化钠 N蛋白胨水溶液 O&&Z@分 O 次冲洗滤膜!在最后一次

中加入金黄色葡萄球菌菌悬液 %Z@!滤干后!加入 %&&Z@营养

肉汤增菌培养基!按金黄色葡萄球菌检查法检查$ 阴性菌对

照组*取%q%&供试液 %&Z@!加入 %&&Z@E#+A& 氯化钠 N蛋白胨

水溶液中!摇匀!用薄膜过滤器过滤"滤膜先用稀释液湿润#!

滤干后再用 E#+A& 氯化钠 N蛋白胨水溶液 O&&Z@分 O 次冲洗

滤膜!在最后一次中加入大肠杆菌菌悬液 %Z@!滤干后!加入

%&&Z@营养肉汤增菌培养基!按金黄色葡萄球菌检查法检查$

结果见表 )$ 由表 ) 可见!各控制菌试验菌均能顺利检出!阴

性菌对照未检出阴性对照菌!说明所建立检查法成立$

表 LF真菌和酵母菌回收率"V#

验证次数 验证菌株 % 毫升F皿 &A, 毫升F皿

%

白色念珠菌 O' -,

黑曲霉 ', ')

(

白色念珠菌 ,* '%

黑曲霉 -- ',

)

白色念珠菌 +( -O

黑曲霉 'O '(

表 MF细菌的回收率"V#

验证次数 验证菌株
冲洗量

")&&Z@#

冲洗量

"O&&Z@#

稀释剂

对照组

%

大肠杆菌 -& -( +O

金黄色葡萄球菌 +, -- +%

枯草芽胞杆菌 *- -+ +&

(

大肠杆菌 +, -' -%

金黄色葡萄球菌 +- -, -&

枯草芽胞杆菌 +& +, +(

)

大肠杆菌 -, +' -'

金黄色葡萄球菌 +( -% +-

枯草芽胞杆菌 *+ ++ +O

.'&%.
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表 NF控制菌验证结果

控制菌 验证菌种名称 菌种代数 验证加菌数"Ma/# 采用方法 结果 结论

铜绿假单胞菌
铜绿假单胞菌

大肠杆菌

)

)

+%

,%

薄膜过滤法
检出

未检出
方法成立

金黄色葡萄球菌
金黄色葡萄球菌

大肠杆菌

)

)

--

,%

薄膜过滤法
检出

未检出
方法成立

!!根据上述研究结果!建立四环素眼膏的微生物限

度检查法如下*真菌及酵母菌数检查!采用培养基稀

释法"&A, 毫升F皿#+细菌数检查和控制菌"铜绿假单

胞菌和金黄色葡萄球菌#检查!采用萃取 ]薄膜过滤

法"冲洗量为 O&& 毫升F膜#$ 稀释剂和冲洗液均为

E#+A& 氯化钠 N蛋白胨水溶液$

讨!!论

四环素眼膏主要用于由敏感病原菌所致结膜炎'

眼睑炎'角膜炎'沙眼等眼疾$ 由于多年来四环素类

的广泛应用!临床常见病原菌对四环素耐药现象严

重!葡萄球菌等革兰阳性菌及多数肠杆菌科细菌耐

药
/*0

!因此本品污染微生物的可能性是存在的!特别

是对本品耐药和非敏感菌株的污染$ 药品污染了微

生物!将可能对患者造成巨大的危害$ 前几年有报

道!在医院眼科手术中!由于铜绿假单胞菌的感染!使

得有患者不得不摘掉眼球!这一教训触目惊心!本来

是要治眼病的!结果却连眼睛都给搭上!由此可见眼

科用药对微生物污染控制的重要性$ 为了防止类似

事件的发生!%中国药典&(&&, 年版附录(微生物限度

检查)中的限度标准对 (&&& 年版附录 (微生物限度

检查)中的标准作了修订!对抗生素品种由原来的抗

细菌药只检真菌'抗真菌药只检细菌修订为全部品种

都必须检查细菌和真菌!以确保患者的用药安全$ 本

实验通过对四环素微生物限度检查法的建立!将可更

好地控制其质量!保障人民用药的安全性$ 也可为同

类产品微生物限度法提供很好的实验依据$
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