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Microbial quality control
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การควบคุมคุณภาพทางดา้นจุลชีววิทยา

(Microbial quality control)

 Sterility tests

 Bacterial endotoxin test

 Microbial enumeration test 

 Tests for specified microorganisms

 Antibiotics-microbial assays

 Antimicrobial effectiveness test (Efficacy of antimicrobial preservation) 
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การควบคมุคุณภาพทางดา้นจุลชีววิทยา

(Microbial quality control)

Specifications Type of products

Sterility Sterile products

Bacterial endotoxins
a

Injections

Microbiological quality
b

- Total aerobic microbial counts

- Total aerobic yeasts and moulds counts

- Tests for specified microorganisms

Oral use (Non-aqueous preparations, Aqueous 

preparations), Rectal use, Oromucosal use, Gingival, 

Cutaneous, Nasal, Auricular, Vaginal, Transdermal, 

Liquid preparation for nebulization

Microbial assay Antibiotics

หมายเหต:ุ 
a
บางช่องทางบริหารยาไม่กาํหนดมาตรฐาน 

b
มาตรฐานขึÊนกบัช่องทางการบริหารยา

4

Sterility test

The test applied to substances, preparations, or articles which, according to the Pharmacopeia, are required to 

be sterile. However, a satisfactory result only indicates that no contaminating microorganism has been found in 

the sample examined under the conditions of the test.

Ref. USP41 <71> Sterility tests p.5984

 การทดสอบวา่ผลติภณัฑม์ีความปราศจากเชืÊ อ เป็นหนึÉงในขอ้กาํหนดของ Sterile products เช่น Parenteral products, 

Ophthalmic preparation, NSS เป็นตน้

 ตอ้งทาํภายใตพ้ืÊนทีÉสะอาด Laminar air flow class A ภายในหอ้งสะอาด (Clean room) ระดบั Class B หรือทาํโดยใช ้

Isolator 

 Media ทีÉใชใ้นการทดสอบ: Fluid thioglycolate medium (FTG) 30 – 35 
o
C และ Soybean casein digest medium (TSB) 

20 – 25 
o
C

 ระยะเวลาในการบม่ (Incubation): ไม่นอ้ยกว่า 14 วนั

 เกณฑป์ระเมิน: ตอ้งไม่มีเชืÊ อขึÊนท ัÊงใน FTG และ TSB
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Sterility test
การทดสอบมี 2 วธีิหลกั คือ 1. Membrane filtration 
และ 2. Direct inoculation

Direct Inoculation

• เติมตวัอยา่งลงใน Media (FTG, TSB) Incubate ทัÊงหมด 

14 วนั 

• เหมาะกบัยาทีÉมีขนาดบรรจุนอ้ย และไม่มีผลในการ

ยบัย ัÊงการเจริญเติบโตของเชืÊอจุลินทรีย์

Membrane Filtration

• นาํตวัอยา่งมากรองผา่น Membrane filter 0.45 µm แลว้ rinse 

ดว้ย Sterile rinsing solution แบ่งแผน่กรอง 2 ส่วนลงใน TSB 

และ FTG Incubate 14 วนั 

• เหมาะกบัยาทีÉมีขนาดบรรจุมาก หรือมีผลต่อการเจริญเติบโต

ของเชืÊอจุลินทรีย์

Growth promotion Method suitability test

Sample preparation: upside down & กลับขวดไป

มาอย่างน้อย 20 ครัÊง & ทาํความสะอาดภายนอกด้วย 

70 % Alcohol

USP Rinsing and diluting fluid

Fluid A: Peptic digest >> Rinsing and diluting for membrane filtration 

Fluid D: Fluid A + Tween 80 >> Neutralize preservative/ Wash membrane filter 

when testing ointment (lecithin, oil) or devices labeled as “Sterile pathway”

Fluid K: Fluid A + Beef extract + Tween 80 >> Wetting filter and washing filter 

for product contain petrolatum

6
6

https://www.researchgate.net/figure/Sterility-testing-Above-The-content-of-all-tubes-was-clear-and-no-turbidity-was-seen_fig3_312372621

https://www.npra.gov.my/images/Announcement/Archives/Slides-amv/AMV%20-%20STERILITY%20TEST.pdf
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Sterility
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Sterility
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Sterility test
Growth promotion (positive control)
TSB: Aspergillus brasiliensis, Bacillus subtilis, Candida albicans
FTG: Clostridium sporogenes, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
Bact. เจริญภายใน 3 วนั Fungi เจริญภายใน 5 วนั 

Aerobic bacteria

Staphylococcus aureus (+)

Bacillus subtilis (+)

Pseudomonas aeruginosa (-)

Anaerobic bacteria

Clostridium sporogenes (-)

Fungi

Candida albicans

Aspergillus brasiliensis

10

Sterility test 

Method Suitability Test 

 วตัถปุระสงค:์ วธิีการทดสอบสาํหรบัตวัอย่างทีÉทาํอยู่ ไมย่บัย ัÊงการเจริญเตบิโตของ
เชืÊอ

 >> ตวัอย่าง + เชืÊอ (NMT 100 cfu/tube) เตมิลงไปใน media (TSB, FTG)
 เกณฑก์าํหนด: ตอ้งพบการเจรญิเติบโตของเชืÊอทดสอบใน 5 วนั
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Sterility test

Sample Growth promotion
Negative 

control

Test 

suitability
Result Validity Result

A G G G NG Invalid Inconclusive

B NG for fungi NG G NG Invalid Inconclusive

C G NG NG NG Invalid Inconclusive

D
G

(Count >100 cfu)
NG G NG Invalid Inconclusive

E G NG G NG Valid Negative

F G NG G
G (Test environment 

contaminate)
Invalid Inconclusive

12

Pyrogen
Pyrogens include any substance capable of eliciting a febrile (or fever) response upon 

injection or infection (e.g. endotoxin released in vivo by infecting bacteria)

Type of pyrogen

 Endogenous pyrogens เป็นสารทีÉร่างกายสรา้งขึÊนมาเอง อย่าง Mediator หรือ Cytokines เช่น IL-1, IL-6, หรือ 

TNF-alpha เมืÉอร่างกายเกดิการอกัเสบหรอืติดเชืÊอจะหล ั Éงสาร cytokines สู่กระแสเลอืดผ่านไปยงั hypothalamus 

ซึÉงจะส่งสญัญาณผ่าน Arachidonic acid pathway เกดิกระบวนการทีÉก่อใหเ้กดิไข ้

 Exogenous pyrogens

 Microbial pyrogens: Bacterial endotoxins (LPS from gram – bacteria), Peptidoglycans (cell 

wall of gram + and gram – bacteria), Bacterial exotoxin, Virus, Yeast, Mold

 Nonmicrobial pyrogens: Antigen, Steroids, Adjuvant
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Rabbit pyrogen test
 Gold standard
 วดัอณุหภูมร่ิางกายของกระต่ายทีÉเพิÉม/ลดภายหลงัจากฉีด IV injection ของตวัอย่างหรือ

ผลติภณัฑป์ราศจากเชืÊอทีÉตอ้งการทดสอบ >> ฉีดเขา้ทีÉ marginal vein (ดา้นหลงัใบหูกระต่าย) 

ขัÊนตอน คาํอธิบาย

Animal selection 1.5 kg and not used for pyrogen test for a certain time

Preliminary test Inject warmed pyrogen-free 9 g/L NaCl

No temperature variation greater than 0.6 Celsius

Main test Inject 3 rabbit with specific amount and rate 

Monitor temperature for interval 30 minutes at initial 

injection until 3 hours

Response =

Temp. สูงสุดของกระต่ายหลังฉีดภายใน 3 ชม. 

– Temp. อุณหภูมิของกระต่ายก่อนฉีด

กระต่ายมีความไวต่อการเปลีÉยนแปลงอุณหภูมิอาจทําให้เกิด False positive ได้ง่าย

14

Endotoxin test/LAL test

 LAL test: ใช ้Amoebocyte lysate จาก limulus polyphemus (ลิÉมเลอืดแมงดาทะเล) ซึÉง
เป็น Preclotting enzyme >>> เจอ Endotoxin >>> จะได ้Active clotting enzyme 
>>> เปลีÉยน Coagulogen เป็น Coagulin

 ม ี3 วธิี ไดแ้ก่ Gel-clot technique, Turbidimetric method, และ Chromogenic 
method
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Endotoxin test/LAL test
 Gel-clot techniques 

ผลทีÉปรากฏ
การอา่น

ผล

ปริมาณ Endotoxin ในหลอดทดลอง

เมืÉอเทยีบกบัความไวทีÉระบุบนฉลากของ Reagent ()

เกดิการจบัตวัเป็นกอ้นเกาะตดิกน้หลอด + ≥ 

ไมเ่กดิการจบัเป็นกอ้นแขง็ - <

Product + lysate +/-

Standard endotoxin + product + lysate + ถา้ไม ่Clot = ม ีInterference 

Standard endotoxin + water + lysate + ถา้ไม ่Clot = endotoxin/lysate มปีญัหา

Water + lysate - ถา้ Clot = technique มปีญัหา

16

Endotoxin test/LAL test

Turbidimetric method

 การวเิคราะหห์าปริมาณ Endotoxin โดยดูความขุ่นของปฏกิิรยิาทีÉเกิดขึÊน โดยถา้ความเขม้ขน้
ของ Endotoxin เพิÉมขึÊนก็จะทาํใหค้วามขุ่นเพิÉมมากขึÊน เนืÉองจากมกีารตกตะกอน 
Coagulogen มากขึÊน
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Endotoxin test/LAL test

 Chromogenic method

Proenzyme Enzyme (Coagulase)

Substrate + H
2
O Peptide + pNA (yellow)

Endotoxin

Coagulase

18
18
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Monocyte activation test (MAT)

เป็นการทดสอบสารก่อไขโ้ดยใชเ้ซลลเ์มด็เลอืดขาวและตรวจสอบเชงิปริมาณของการหล ั Éง 
Endogenous mediators เช่น TNF-alpha, IL6, IL1 หรอื IL8 โดยวธิี ELISA (Enzyme link 
immunosorbent assay)

Ref. https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/microbiology/monocyte-activation-test-for-pyrogen-detection.html

20

Microbial examination of nonsterile products

Microbial examination of nonsterile product

<61> Microbial enumeration test

TAMC = Total aerobic microbial count

TYMC = Total combined yeast and molds count

<62> Tests for specified microorganism

Membrane 

filtration

Plate count methodMost probable number

(MPN) method

Pour-plate methodSurface-space plate method
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Microbial enumeration test
To perform quantitative enumerate of mesophilic bacteria and fungi that may grow under 
aerobic conditions
 Method suitability (Suitability of the Counting method in the Presence of product) 
 Growth promotion of the media 

 S.aureus, P.aeruginosa, B. subtilis, C. albicans, and A. brasiliensis
 Negative control
 Test method 

 Membrane filtration 
 Use 45 micron filter for, approximately, 1 g of sample 
 Transfer membrane filter on agar media and incubate (TAMC 3-5 days, TYMC 

5-7 days)

10
1 
cfu: maximum acceptable count = 20; 

10
2
cfu: maximum acceptable count = 200; 

10
3
cfu: maximum acceptable count = 2000; and so forth.

22

Microbial enumeration test

 Test method

 Plate-count methods

 Pour-plate method: 1 ml of sample and pour with media// Higher 
accuracy 

 Surface-spread method: NLT 0.1 ml of sample
 MPN method

 Least accuracy and precision >> Used for TAMC when other method 
is not available

 Incubate and interpret by using specified table

https://www.sciencephoto.com/media/1150447/vi

ew/pour-plate-plating-method

https://www.pinter

est.com/pin/506232

814336422077/
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Microbial 

enumeration 

test

https://microbeonline.com/probable-number-mpn-test-principle-procedure-results/

24

Test for specified microorganism
The determination of absence, or limited occurrence of specified 
microorganisms (Mostly pathogen)
 Bile-torelant gram-negative bacteria
 Eschericia coli 
 Salmonella
 Pseudomonas aeruginosa
 Staphylococcus aureus
 Clostridia
 Candida albicans
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Test for 

specified 

microorgan

ism

26

<1111> Microbiological examination of nonsterile products: 

acceptance criteria for pharmaceutical preparation and substances 

for pharmaceutical uses
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Microbiological assay
วิเคราะห์คุณภาพของยาปฏิชีวนะโดยใช ้Microbial assay เป็นการหาความแรงใน

การออกฤทธิÍ ของยาโดยเปรียบเทียบฤทธิÍ การยบัย ัÊงการเจริญของเชืÊอทดสอบเมืÉอใชส้ภาวะ
การทดสอบเดียวกนั 
มี 2 รูปแบบ คือ 
 Agar diffusion assay อาศยัการแพร่ของยาไปในเนืÊออาหาร ทาํใหเ้กิดวงใสของการ

ยบัย ัÊงเชืÊอขึÊน ขนาดของวงใสจะผนัแปรตามความเขม้ขน้ของยาทีÉใช้
 Turbidimetric assay อาศยัการยบัย ัÊงเชืÊอในอาหารเหลว ทาํใหป้ริมาณการเจริญของ

เชืÊอลดลงเมืÉอปริมาณยามีมากขึÊน การวดัผล %T เพิÉมขึÊนตามความเขม้ขน้ของยาใน
หลอดทดลอง

28

Microbiological assay
Agar Diffusion

One-dimension assay

(Agar tube diffusion assay)

Two-dimension assay

(Agar plate diffusion assays: well method)

Three-dimension assay 

(Agar plate diffusion assays: 

cup method & paper disc 

method)

ตวัอย่างตอ้งละลายนํÊาและแพร่ได ้ ตวัอย่างแพร่ออก 2 ทศิทาง
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Microbiological assay

Turbidimetric method

การยบัย ัÊงเชืÊอในอาหารเหลว ดูความขุ่นของ 
spectrophotometry 
สรา้ง Standard curve แลว้เอาตวัอย่างทีÉวดั
ไดไ้ปแปลผล

30

Test for preservative effectiveness
 การประเมนิประสทิธิภาพสารกนับูด ทาํไดโ้ดยการเติมเชืÊอจุลนิทรียล์งในยาเตรียมสาํเร็จรูป แลว้ดูผลการออก

ฤทธิÍของสารกนับูดเมืÉอเกบ็ยานัÊนไวใ้นสภาพปกต ิสารกนับูดตอ้งยบัย ัÊงการเจริญเติบโตของเชืÊอหรือทาํลายเชืÊอได ้
ในช่วงเวลาทีÉเหมาะสม

 “Challenge test” คือ เติมเชืÊอลงไปในผลติภณัฑ ์>> เก็บทีÉอุณหภูมเิหมาะสม >> เอาเชืÊอมานบัแลว้เทยีบกบั
เกณฑ์

 ทาํใน Multiple dose preparations โดยตอ้งทาํใน packaging ทีÉเอาไปขายจริง (original containers)
 Test organisms ตอ้งทาํทกุตวั: A. niger, C. albican, E.coli, P.aeruginosa, และ S.aureus
 Test procedure: ใชต้วัอย่าง 20 ml x 5 ขวด >> ใส่เชืÊอประมาณ 0.5 – 1 % ของปริมาตรตวัอย่าง >> สุ่ม 

0/7/14/21/28 วนั
 Evaluation: appearance ไม่เปลีÉยนแปลง และจาํนวนเชืÊอตอ้งลดลง (Log reduction) หรือไม่เพิÉมขึÊน (NI: 

not increase)
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Test for preservative effectiveness

https://www.happi.com/issues/2021-10-01/view_features/preservative-

efficacy-test-2020-practitioners-survey/

32

Test for preservative effectiveness
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Test for preservative effectiveness

34

หวัขอ้ควบคุมคุณภาพใดใน Ranitidine Injection ทีÉไม่

จาํเป็นตอ้งทํา

A. Identification 

B. pH

C. Microbial limit 

D. Bacterial endotoxin

E. Particulate matter
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การควบคมุคุณภาพหวัขอ้ใดในตาํรบัยา Diclofenac eye drop

solution ทีÉไม่จาํเป็นตอ้งทดสอบ 

A. pH

B. Viscosity

C. Sterility test

D. Particulate matter

E. Bacterial endotoxin

36

ผลการตรวจ Sterility test ตอ้งรอผลตรวจอยา่งนอ้ยกีÉวนั

A. 5 วนั

B. 7 วนั 

C. 14 วนั

D. 21 วนั

E. 28 วนั
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วธิีการตรวจ Sterility test สาํหรบั Ringer’s solution ตาํรบันีÊ

ตอ้งตรวจดว้ยวิธีใด

A. Direct inoculation method

B. Membrane filtration method

C. MPN method

D. Pour plate method

E. Spread plate method

38

การตรวจ Sterility test ทาํใหม้ ั Éนใจว่าผลติภณัฑป์ราศจากสิÉงใด 

A. Anaerobe bacteria

B. Aerobe bacteria

C. Anaerobe and aerobe bacteria

D. Anaerobe, aerobe bacteria, Fungi

E. Anaerobe, aerobe bacteria, fungi, virus


