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املع اندزو ،انتملع امب انعفناو ،انعفنی ام انملع مھللا



Key Facts
• Bioburden: the number and type of microorganisms (MO)

present in or on a pharmaceutical raw material, medicine, or
medical device

• Pharmacopeias describe procedures for:
- Procedures for counting microorganisms
- Procedures for confirming the absence of named

objectionable MO
- Specifications for the max permitted levels of bacteria and

fungi for the different categories of nonsterile medicine
- Requirements for the absence of one or more of the major

objectionable MO: E.coli, Salmonella species, Staph aureus,
Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans



Key Facts
• Commercially available test kits and automated

instruments are available for identifying different
categories of bacteria and yeasts



Key Facts
• Objectionable:
- Because it is a pathogen so its presence in a medicine may

cause an infection (E.coli & Staph aureus are pathogens�
health hazards)

- Its presence may be indicative of poor-quality raw
materials or poor manufacturing procedures

 
Gelatin: test for absence of E. coli and Salmonella
 
 
 
 

💊



Bioburden
• Determination of bioburden quantitatively: to count the

organisms present � Total Viable Count (TVC)
• Bioburden test � the most common microbiological test

undertaken in the pharmaceutical industry:
- Raw material (including water)
- Finished products
- Various stages during manufacturing process
 



Traditional counting methods:
• Place a sample of the material to be tested onto or into

gelled culture medium in a petri dish (plate) and counting
the visible colonies that arise after incubation

• A single colony may develop from an individual cell or
from a group of cells attached or clumped together� count
is expressed as colony forming unit (CFU) and not cells
per ml or gram

• USP states that petri dishes containing between 25-250
colonies produce reliable bioburden results

• High Bioburden materials:
- Mined minerals (talc, kaolin, bentonite)
- Vegetable origin (starches, gums, thickening agents)

🧫



Traditional counting methods
 



• Dilution is necessary for material with a high bioburden,
why?

to achieve a countable number of colonies on the plate
Perform a series of dilution (tenfold increments)

Traditional counting methods

 Dilution( ؟فیفختلا متی فیك
Process(

 ةیرشع تافیفخت مادختساب فیفختلا متی
)Tenfold Dilutions(، فیفخت يأ 
 ،ةوطخ لك يف 1:10 ةبسنب ةنیعلا
:يلاتلاك

 ةیلصلأا ةنیعلا نم لم 1 ذخأ .1
 → مقعم لولحم نم لم 9 عم ھطلخو
.)¹⁻10 وأ 1/10 فیفخت(

 ھلقنو لولأا فیفختلا نم لم 1 ذخأ .2
 نم لم 9 ىلع يوتحی دیدج بوبنأ ىلإ
 وأ 1/100 فیفخت( → مقعم لولحم

10⁻²(.

 ىلع لوصحلل ةیلمعلا راركت .3
 …⁵⁻10 ،⁴⁻10 ،³⁻10 لثم تافیفخت
 زیكرت ىلإ لوصولا متی ىتح اذكھو
.دعلل بسانم

 قبط ىلع فیفخت لك ةعارز متی .4
 قبطلا رایتخا متی ةناضحلا دعبو ،يرتب
 تارمعتسم ددع ىلع يوتحی يذلا
 250-25( ةلوھسب هدع نكمی



 
 



Traditional counting methods:
• Pour plates (most popular)
• Spread plates
• Membrane filter method
• Most probable number method

 

.مقعم لئاس يئاذغ طسو ریضحت متی .1

 ةجاح كانھ ناك نإ فیفختلا دعب( اھرابتخا دارملا ةداملا نم ةنیع ذخأ متی .2
.لئاسلا عرزلا طسو ىلإ اھتفاضإو )كلذل

.يرتب قبط يف طیلخلا بصُی .3

.عرزلا طسو دمجتیو دربیل قبطلا كرتُی .4

قبطلا لخاد تمن يتلا تارمعتسملا دعُت ،ةناضحلا دعب .5

 طسو حطس ىلع ةداملا نم ةنیع عضو متی .1
.يرتب قبط يف فاجلا عرزلا

 )ةعزوملا اصعلا لثم( ةمقعم ةادأ مادختسا متی .2
.حطسلا ىلع يواستلاب ةنیعلا رشنل

ةناضحلا دعب تارمعتسملا ومنیل قبطلا كرتُی .3

.هایملا لثم لئاوسلا يف ةقیقدلا تانئاكلا ددع دیدحتل ةداع ةقیرطلا هذھ مدختسُت .1

.اًیجیردت اھفیفختو ةداملا نم تانیع ذخأ متی .2

.يئاذغ طسو ىلع يوتحت بیبانأ ةدع يف ةففخملا تانیعلا عضو متی .3

.بیبانلأا يف تارمعتسملا ومن ةبقارم متی .4

بیبانلأا يف تظحول يتلا ومنلا طامنأ ىلع ءًانب ةقیقدلا تانئاكلا نم لمتحم ددع رثكأ باسح متی .5

 حشرم ءاشغ مادختساو ةداملا نم ةنیع ذخأ متی .1
)membrane filter( ةقیقدلا ةیحلا تانئاكلا لصفل.

 طسو ىلع ةقیقدلا تانئاكلاب ءولمملا ءاشغلا عضوُی .2
.بلص يئاذغ

 حطس ىلع ومنت يتلا تارمعتسملا دعُت ،ةناضحلا دعب .3
ءاشغلا



 
 

Sterile glass or
plastic “hockey-
stick” spreader

To overcome the
problem of small
colonies due to
lack of air



 
 



 

- The sample (e.g. 100 ml of water) is
passed under vacuum through a sterile
filter membrane  with pore size that is
small to retain all contaminating MO
on its surface (usually 0.45 µm)



Membrane filter method
• Advantages:
- For low bioburden material like Purified water EP �

required to have no more than 100 CFU/ml
- Can be used to determine concentration of organisms

in oils or ointments (after dispersing it in oil)
- The best method if the sample is likely to contain

antimicrobial chemicals (preservatives)
 



 
Antimicrobial agent inactivator

Quaternary ammonium compounds,
parabens and chlorhexidine

Lecithin with or without Polysorbate
(Tween) 80

Thimerosal and other mercurials Sodium thioglycolate

Beta-Lactam antibiotics Beta-lactamase

Phenols, alcohols and weak acid
preservatives

Dilution alone



MPN is used when the sample contains insoluble
material that would interfere with plate counts as
in herbal products
 



MPN (Most Probable Number) ةقیرط حرش

؟يھ ام

 plate( ةیحیفصلا ةقیرطلا لثم ةیدیلقتلا دعلا قرط عم لخادتت دق نابوذلل ةلباق ریغ داوم ىلع ةنیعلا يوتحت امدنع ةصاخ ،ةلئاس ةنیع يف ایریتكبلا ددع ریدقتل مدختسی رشابم ریغ سایق يھ MPN ةقیرط
count method(.

؟لمعت فیك

:تافیفختلا ریضحت .1

.يئاذغ طسو ىلع يوتحت بیبانأ يف )1:100 ،1:10 ً:لاثم( اًیجیردت ةیلصلأا ةنیعلا فیفخت متی •

:بیبانلأا حیقلت .2

.)لم 1ً لاثم( ةنیعلا نم ةنیعم ةیمكب )فیفخت لكل 5( بیبانأ ةدع حیقلت متی •

.ایریتكبلا ومن ةجیتن ةضومحلا ةجرد يف تاریغتلا دیدحتل )Phenol Red لثم( نول لیلد فاضی •

:)Incubation( نیضحتلا .3

.ایریتكبلا ومنل ةبسانم ةرارح ةجردب ةنضاح يف بیبانلأا عضو متی •

:جئاتنلا دیدحت .4

.ایریتكب ىلع يوتحت يأ ،)+( ةبجوم ربتعُت )ریمختلا ىلع دمتعی رابتخلاا ناك اذإ ةیزاغ تاعاقف روھظ وأ( طسولا نول رییغت اھیف رھظی يتلا بیبانلأا •

.فیفخت لكل ةبجوملا بیبانلأا ددع لیجست متی •

:MPN لودجب جئاتنلا ةنراقم .5

.)ةروصلا يف حضوملا( MPN لودج عم فیفخت لكل ةبجوملا بیبانلأا ددع ةنراقم متی •

.CFU/100ml ةدحوب ةیلصلأا ةنیعلا يف ایریتكبلا ددعل اًیئاصحإ ارًیدقت يطعی لودجلا •



Calculation of concentration of MOs in a sample
 

 



Detection of objectionable MOs
• Non sterile dosage forms may contain some MOs
• The quality of non sterile products is controlled by

pharmacopeia in two ways:
• Limit on total number or concentration  of MO that

may be present
• Particular objectionable organisms must be absent in a

specified weight of material:
e.g. EP quality gelatin� Salmonella should be absent in a
10g sample and E.coli absent in 1 g sample
 



Detection of objectionable MOs
• Dissolution or dispersal of the sample in a suitable

liquid culture medium and , where necessary,
inactivation of any substances that might inhibit the
growth of the organism under test

• Enrichment: increasing the relative concentration of
the test organism by growing in a liquid medium that
inhibit other contaminants but allows free multiplication
of the organism of interest

• Streaking liquid cultures from step 2 onto selective
agar media that usually permit easy recognition of any
colonies of the test organism that might arise

• The use of specific biochemical or immunological
confirmatory tests (test kits)



 ةباذإ متی ،ةوطخلا هذھ يف :بسانم لئاس يفاقث طسو يف عیزوتلا وأ نابوذلا .1
 كلذ لمشیو ،ةقیقدلا تانئاكلا ومنب حمسی لئاس طسو يف اھعیزوت وأ ةنیعلا
.اھرابتخا دارملا ةقیقدلا تانئاكلا ومن عنمت دق يتلا داوملا لیطعت اًنایحأ

 ةفدھتسملا ةقیقدلا تانئاكلا زیكرت ةدایز ىلإ فدھت ةوطخلا هذھ :بیصختلا .2
 حمسی ھنكلو ،ىرخلأا تاثولملا ومن عنمی لئاس طسو يف اھتعارز قیرط نع
.اھرابتخا دارملا ةقیقدلا تانئاكلا ومنب

 يتلا( ةلئاسلا ةفاقثلا نم تانیع ذخأ متی :ةیئاقتنا راجأ قابطأ ىلع ةعارزلا .3
 هذھ .ةیئاقتنا راجأ طاسوأ ىلع اھتعارزو )ةیناثلا ةوطخلا يف اھریضحت مت
 ةقیقدلا تانئاكلل تارمعتسم يأ نع ةلوھسب فشكلاب حامسلل ةممصم طاسولأا
.ةفدھتسملا

 مدختسُت ،ةوطخلا هذھ يف :ةیدیكأت ةیعانم وأ ةیجولویب تارابتخا مادختسا .4
 تانئاكلا عون دیكأتل )رابتخلاا مقطأ لثم( ةصاخ ةیعانم وأ ةیجولویب تارابتخا
.ددحم لعافت للاخ نم كلذو ،ةفشتكملا ةقیقدلا



 
 



Detection of objectionable MOs
• Selective agar media recommended in the

pharmacopeias:
• MacConkey’s agar for E. coli
• XLD agar for Salmonella species
• Mannitol salt agar for Staphylococcus

aureus
• Cetrimide agar for Pseudomonas

aeruginosa
 



 
 



Detection of objectionable MOs
 



Automated bioburden determinations
• Bases of the methods
• Limited application
• Look for pg 144




