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月U 舀

GB/T工9973《医疗器械的灭菌 微生物学方法》分为以下几个部分:

第1部分:产品上微生物总数的估计;

第2部分:确认灭菌程序的无菌试验。

    另外部分将在以后公布。

    本部分等同采用ISO 11737-1:1995《医疗器械的灭菌— 微生物学方法— 第1部分:产品上微生

物总数的估计》

    由于GB/T 19001-1994和GB/T 19002-1994两份标准已经由GB/T 19001-2000代替，所以本

部分做了相应改动。

    本部分的附录A、附录B是资料性附录。

    本部分由国家食品药品监督管理局提出。

    本部分由全国消毒技术与设备标准化技术委员会归口。

    本部分主要起草单位:上海环境微生物控制工程研究所、上海市消毒品协会、济南医疗器械检测中

心、广东省医疗器械质量监督检验所。

    本部分主要起草人:徐菏、薛广波、田青、杨晓玲、吴平、李华、张扬
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引 言

    无菌产品是指产品上没有活的微生物。当需要提供无菌产品时，要求卫生产品上哪怕偶然的微生

物污染都必须减少到最低限度。虽然如此，依照卫生产品质量系统要求，在标准制造状态下生产的产品

可能仍有微生物污染，尽管数量很少。这样的产品是有菌的.灭菌的目的就是清除微生物污染并将有菌

产品转换为无菌产品

    用物理或化学制剂来灭活卫生产品上纯培养的微生物常常可得到接近于一个指数效应的关系，这

就意味着微生物总是不可避免的以有限的概率存活下来，不管处理的程度如何，对于一个施加的处理来

说，微生物存活的概率是由微生物的数量、抵抗力以及在处理期间微生物存在的环境所决定的。

    出于设计和发展质量系统的需要，保健产品的制造、安装和维修被记载于GB/T 19001-2000(idt

ISO 9001;2000)中。假如结果不能被随后的产品检验和试验充分证明，GB/T 19000-2000(idt

ISO 9000:2000)系列则提供了某些用于制造的程序，因为程序的效能不能被产品的检验和试验所证明，

灭菌就成为了一个特殊的程序。由于这个原因，在使用以前不得不对消毒程序进行验证，即包括常规控

制的每一步程序和合适的设备状态。

    在 GB 18278-2000(idt ISO 11134:1994), GB 18279-2000Gdt ISO 11135:1994)和 GB 18280-

2000(idt ISO 11137:1995)中，详列了卫生产品消毒程序的验证和常规控制步骤。然而，必须注意到一

点暴露于合适的验证和精确控制的灭菌程序，不是保证产品无菌的唯一的因素，而对于灭菌程序的有效

验证和常规控制来说，留意微生物的挑战，包括存在程序中的数量术语，微生物的特性和性质，也是很重

要的。

    灭菌前微生物的污染是来自大量污染源的污染物的总和;因此，也应注意以下因素:刚进人的半成

品和/或成分的微生物状况，它们的储存、生产、装配和包装的环境的控制。

    “生物负载”一词通常用来描述存在于材料和产品上活微生物数。要确定精确的生物负载是不可能

的，因此，实际上是用规定的技术进行活菌计数。借助于应用正确的因素对于材料或产品上生物负载进

行估计相应的活菌计数即是须完成的验证实验。

    对生物负载的了解来自于对微生物污染水平的调查。生物负载估计在许多不同的情况下进行:它

们是 :

    a) 确认和再确认一个灭菌程序，生物负载的估计将直接关系到暴露于灭菌程序的程度;

    b) 确认和再确认一个灭菌程序，暴露于灭菌程序的程度将不直接关系到生物负载，但对生物负

        载应有所了解;

    c) 无菌产品制造程序的常规控制，其灭菌验证见上述a);

    d) 无菌产品制造程序的常规控制，其灭菌验证见上述b) ;

        生物负载估计也可用于卫生产品制造过程中的质量系统:

    e) 综合的环境管理程序;

    D 微生物清除程序效力的估计;

    9) 监控有菌产品供应的程序，规定了微生物的洁净度;

    h) 监控半成品，成品或包装

    一般来说，医疗器械生物负载的估计由下面3个不同的阶段所组成:

    — 从医疗器械上洗脱微生物;

    — 将这些微生物转人培养状态;

    — 用随机的特性对微生物计数。
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    利用生物负载回收研究中计算出的校正数，计算灭菌前菌数的估计值。

    由于设计和构成保健产品的材料的多样性，所以没有必要规定在所有情况下单独用一种技术来洗

脱微生物 。此外 ，选择的条件可能受污染类型的影响 。
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  医疗器械的灭菌 微生物学方法

第 1部分:产品上微生物总数的估计

范 围

1. 1       GB/T 19973的本部分说明了应用于估计医疗器械、半成品或包装上活的微生物总数的一般标

准。这种估计包括两个方面:菌数的计算和定性。

    注 1:在常规应用之前，验证估计产品上微生物总数的技术

    注2: GB/T 19973的本部分的附录提供了选择技术和方法的指导，这种方法可用于验证所选择的技术

1.2 本部分不适用于计算和鉴定病毒性污染。

    本部分不适用于对生产医疗器械的环境中微生物的监控。

    注3:提请注意，质量体系的国家标准 GB/丁19001-2000 (idt ISO 9001:2000)控制包括灭菌程序在内的生产过程的

          各个阶段。在生产中具有一个完整的质量体系不是本部分的要求，但要求具有这个体系的某些要素，并且在

          本标准条文中适当的地方有规范的引用。

2 规范性引用文件

    下列文件中的条款通过GB/T 19973的本部分的引用而成为本部分的条款。凡是注日期的引用文

件，其随后所有的修改单(不包括勘误的内容)或修订版均不适用于本部分，然而，鼓励根据本部分达成

协议的各方研究是否可使用这些文件的最新版本。凡是不注日期的引用文件，其最新版本适用于本

部分 。

    GB/T 19001-2000 质量 管理体系 要求(idt ISO 9001:2000)

术语和定义

    下列术语和定义适用于GB/T 19973的本部分。

3. 1

    生物负载 bioburden

    一件产品和/或包装上存活的微生物总数。

3.2

    生物负载估计值 bioburden estimate

    通过对活菌计数或灭菌前活菌计数加上一个回收效率补偿系数，得出的组成生物负载的微生物

数值 。

3.3

    定性 characterization

    将微生物分人到大类中的一般过程

    注 4:按菌落或细胞形态、污染特性或其他特征进行分类。

3.4

    修正系数 correction faction

    用于对活菌计数或灭菌前活菌计数进行修正的数值，以补偿产品上无法完全洗脱的微生物，以便计

算出生物负载估计值。

                                                                                                                                                                        I
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3. 5

    培养条件 culture conditions

    包括培养时间、温度和培养基在内的一组条件，用于促进微生物的生长和繁殖。

3.6

    医疗器械 medical device

    由生产者设计成为下列目的应用于人的(不论是单独使用还是组合使用)任何仪器、设备、装置、材

料或其他物品。包括使用所需软件，这些目的是:

    — 疾病的诊断、预防、监护、治疗或缓解;

    — 伤残的诊断、监护、治疗缓解或代偿;

    — 解剖或生理过程的研究、替代或修复;

    — 控制妊娠。

    其他虽然不是通过药理学、免疫学或代谢手段作用于人体，但可在这些方法的应用中起辅助作用的

器械 。

3.7

    灭菌前计数 presterilization count

    灭菌前获得的存活菌数。

3-8

    产品 product
    原材料、半成品、部件和成品医疗器械的总称。

3.9

    回收率 recovery efficiency
    对某一特定的技术从产品上获取微生物的能力的测定值。

3. 10

    皿新确认 revalidation

    用于对已确认的程序进行再次确认的一系列文件化程序。

3. 11

    样品份额(SIP)  sample item portion
    从某一保健产品单元上取出的用于试验的部分。

3. 12

    确认 validation

    用于获取、记录和解释某一过程生产出的产品符合预定规范的文件化程序。

    注5:在生物负载估计中，“过程”是试验方法，“产品”是试验结果。对生物估计技术的确认包括一系列调查，来测定

          试验方法的有效性和重现性

3.13

    活菌计数 viable count

    在规定的培养条件下，根据生长的离散菌落，估算出的微生物数。

    注6:离散菌落不一定必须来自单一存活微生物。一个菌落不一定就是由一个存活微生物所形成的

总则

4.1 文件

4.1.1应保存所用的试验技术，以及相应仪器的使用和操作的文件化程序和规程，这些文件化程序和

规程应按照GB/T 19001规定经批准和受控。

4. 1.2  GB/T 19973本部分所要求的文件化程序和规程应有效执行。
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4. 1.3 计算和数据转化应进行适当的校核。
    注7 如果是用电子数据处理技术进行计算，使用之前所用软件应经确认并保存确认记录.

4.1.4应按照GB/T 19001的规定，保存原始观察的记录、导出数据和最终报告。记录应包括取样、制

备和试验人员的识别。

4.2 人员

4.2.1 根据GB/T 19001的规定，生物负载估算应由专业人员进行。

4.2.2 按照文件化程序进行试验，技术人员的有关资格、培训和资历的记录应予以保存。

4.3 设备

4.3. 1 应具备规定试验的校核和测量所需设备的所有项目。

4. 3. 2 应按照文件化程序对所有需要按计划维护的设备进行维护，应保存设备维护记录。

4.3.3 应为所有具有测量与控制功能的设备的校准建立有效的体系并形成文件和维持。这一校准体

系应符合GB/T 19001的要求。

4.4 培养墓和材料

    应建立生物负载估算(包括适宜的质量试验)所用的材料制备和灭菌方法，并形成文件。

    注8;适宜的质量试验应包括各批培养基的生长促进试验。

5 产品单元的选择

5.1 产品单元的选择

    应建立选择和获取试验产品单元的程序，以保证这些产品单元对常规生产具有代表性。

5.2 样品份倾(SIP)

    如果所用的样品份额((SIP)小于一个完整的产品单元，则应选择代表产品单元的具有微生物的部

分。如果已验证微生物在产品单元上是均匀分布的，应从产品单元上任一单一部位选择样品份额。在

缺少这些验证的情况下，应从产品单元上随机选择JL个部分作为样品份额。

    注9:规定灭菌过程的确认和常规控制要求的标准应提供样品份额的适宜性指标。

6 技术的选择

6.1 对经识别的产品，应考虑并记录影响获取产品上存活微生物的效率的因素(如果获取是作为技术

的一部分)。这些因素包括:

    a) 获取微生物污染的能力;

    b) 污染微生物的可能种类和它们在产品上的位置;

    c) 获取方法对污染微生物活性的影响;

    d) 待测产品的物理或化学特性。

6.2 如果待测产品〔见6.1中的d)〕的理化性质表明可能释放出某些能影响被测微生物数量和类型的

物质，应使用中和或减少这种物质作用的方法。如果做不到这一点，应使用将这种释放物质的影响降至

最小的方法。该方法的有效性应经过验证。

    注10 附录 s描述了用于评价释放灭活微生物或抑制微生物的物质方法。

6.3 在对可能出现的微生物的类型加以考虑之后，应选择培养条件。应将考虑的结果和所得结论的原

理形成文件。

6.4 所选技术应按第7章进行确认。

7 技 术选择

7. 1 对生物负载估计进行确认的每一程序都应形成文件。

7.2 确认程序应包括下列步骤:
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7.2. 1 对从产品上取下微生物所用技术的适当性的评价，如果取下微生物是该技术的一部分。

7.2.2 对计算所取下微生物数量所用技术(包括微生物计数技术和培养条件)的适当性的评价。

7.2. 3 确立所用方法的回收效率，以便计算出修正系数。

    注 11:附录B所述的方法可用于生物负载评估技术的确认

7.3 应对常规方法中的任何改变进行评价。该评价应包括:

7.3. 1对改变的评价;

7.3.2 确立改进后的方法的回收效率。

    注 12:对改变的评价可能会显示出以前进行的确认和回收效率仍有效

7.4 应对确认数据和随后进行的再确认数据进行定期评审，并应确定再确认的程度，并形成文件。确

认和再确认的评审程序应形成文件，并保存再确认的记录。

    再确认报告应 由原确认报告 的出具 、评审和批准的职责部门/组 织签字。

技 术的使用

灭菌前计数应按照形成文件的抽样方案，根据确定的取样频率和样品大小来进行抽样。

进行灭菌前计数时，如果分离出不常见的污染物，则应对其进行定性。此类污染物对生产过程，包

8

81
粉
括灭菌过程的有效性的影响应予以考虑，并形成文件。

8.3 应在以往数据的基础上，确立灭菌前计数或生物负载估计值的可接受限量，并形成文件。如果超

过这些限量，则应按GB/T 19001进行修正。如果必要所确立的极限应在规定的时间间隔内和修改后

进行正规的评审。

8.4 如果用统计学方法确定样品的大小、取样频率和/或可接受限量，应符合GB/T 19001的要求。

8.5 当灭菌前计数用于确定灭菌过程的处理程度时(除非标准中规定了对某灭菌过程的确认要

求)，则:

    a) 在测定处理程度之前，应将在确认过程中(见 7.2)根据回收效率测出的修正系数应用到灭菌

        前计数来计算生物负载估算值。

    b) 在测定处理程度时应考虑产品上的微生物的抗性

    注13:在运用微生物数据确立辐照灭菌的灭菌剂量时〔见 GB 18280 --2000 ( idt工SO 11137:1995)附录 B和

          ISO 13409,2000)，可用灭菌前计数来选择验证和灭菌剂量，

8.6 如果生物负载估算值已用于测定灭菌过程的处理程度，则:

8.6. 1 如果超过可接受的限量，应考虑对无菌保证水平的影响;并且

8.6.2 对不常见的污染物的定性应包括这些污染物对灭菌过程的抗性估计。应考虑对灭菌过程具有

高抗性的产品污染物对无菌保证的影响。

    所有这些考虑都应形成文件，并包括在确定的纠正措施中。纠正措施应按GB/T 19001进行
8.7 产品和/或工艺改变时，应对其进行评审，以确定这些改变是否引起生物负载的改变(见8.3)。评

审结果应形成文件。如果生物负载有改变，应进行专门的生物负载估计以评价改变造成的影响。



GB/T 19973. 1- 2005/ISO 11737-1:1995

          附 录 A

        (资料性附录)

产品上微生物总t的估计指南

A. 1 引言

    本附录包括了执行GB/T 19973本部分规定的要求的指南，目的在于能够使读者更好地理解这些

要求。本指南并不是面面俱到的，只是突出了应注意的重要方面。

    也可使用非本附录给出的方法，但宜先论证这些方法的有效性是否达到GB/T 19973本部分所规

定的要求的有效性。

    本附录并不是评价是否符合GB/T 19973本部分要求的检查清单。

A.2 总则

    为了使生物负载估计中得出的数据可靠并具有重现性，在受控条件下进行生物负载估计是十分重

要的。生物负载估计所用到的试验设施(不论是在医疗器械的生产地点还是离生产厂较远的地方)都应

是按文件化的质量体系进行管理及运行。

    如果进行生物负载估计的实验室是在医疗器械生产厂的直接管理之下，实验室操作应符合生产厂

的质量体系。如果使用外部实验室，建议该实验室是符合GB/T 15481-2000要求的实验室。

    任何实验室应承诺提供质量服务，并将这些承诺作为一项质量方针而形成文件。建议明确实验室

的权限和责任，并形成文件。应指定一人负责实验室质量体系的建立，并有权确保质量体系的实施。

    实验室的运行应经过定期内部考核。建议将考核结果形成文件并经实验室管理评审。

    有关质量管理的其他信息见GB/T 19004(idt ISO 9004:2000). GB/T 15481概述了实验室质量

体系的要求。医疗器械生产企业质量体系的专用要求见YY/T 0287-2003(idt ISO 13485:2003)和
YY/T 0288- 1996(idt ISO 13488:1996)

A. 3 设备和材料

A. 3. 1 电子数据处理设备

    实验室可以使用计算机来直接或间接地收集、处理和/或储存数据。所用的硬件和软件应进行

控制。

    计算机系统的硬件和软件应经过鉴别，建议对这些方面的任何改变要形成文件，并且须经过批准。

    对软件，建议有文件描述:

    — 计算机系统的应用软件;

    — 运行软件;

    — 所用的数据包。

    在使用之前，所有的软件应经测试合格〔见GB/T 19000.3(idt ISO 9000-3:1997))0

    如果是购买商业软件包，这些软件包应是在符合GB/T 19000. 3(idt ISO 9000-3:1997)质量体系的

情况下生产的。

    如果计算机软件是内部生产的，应有适当的程序保证:

    — 保存开发文件，包括原代码;

    — 保存合格测试记录;

    — 程序修改的文件化说明;

    — 设备更改的文件化说明以及使用前的正式测试。
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    这些控制也适用于对商业软件包的修改或定制。

    建议有测试或防止软件程序未授权更改的程序.

    数据的组织，制表，统计或进行其他数学运算的软件程序或者对电子存储数据进行使用或分析的软

件程序应具有原数据条目的恢复功能。可能需要计算机数据存档的特殊程序，建议将这些程序形成

文件 。

A. 3.2 实验 室设备

    每台实验室设备应有一个标明其维护要求的标识系统。

    清楚地标明不需要校准的设备。

    试验过程中任何与产品、洗脱液、培养基等接触的器材或其组件应是无菌的。

A. 3.3 徽生物培养基

    所有用于获取产品上微生物的微生物培养基和洗脱液，应保证用无菌的方法制备。

    应确定微生物培养基促进微生物生长的能力。通常是通过对每批培养基用低含量的选定微生物

(10 cfu ̂-l00cfu)的接种进行一项促生长试验。促生长试验一般在药典中有描述，药典中可能还包括

具体微生物的促生长方法。

A. 4 技 术选择

A. 4. 1 总则

    微生物污染估计技术的各关键步骤如下:

    样品选择~试验项目的收集~送人实验室~处理(如果需要)~移人培养基~培养~计数和定性

(如适用)~数据解释

    负责进行估计的人员应运用原材料、部件、生产环境、生产过程和产品的特性方面的知识为每一步

选择适当的方法。

    如引言中所述，GB/T 19973本部分生物负载估计可用于不同情况下。建议负责人员在决定取样

率、培养基范围和培养条件以及方法开发和确认水平时要根据情况而定。将这些考虑的事项以及作决

定时的理论基础形成文件会有助于对随后的程序进行评审。

    如果生物负载值直接用于确立与灭菌条件的接触程度，在进行生物负载估计中还要考虑到包装

材料 。

    理想的情况是对每一产品都在统一的基础之上进行生物负载估计。但由于产品品种多，批量经常

很小，往往总是做不到这一点。在这种情况下，产品可以根据类型、生产环境和过程的相似性和原材料
加以分组。应将产品分组的原理形成文件，并保证数据能代表这组中的所有产品。

A. 4.2 生物负载估计的要素

A 4.2.1 总则

    取样和处理样品时应避免因疏忽而引起的污染和对样品中微生物数量和性质有较大改变。取样系

统应具有一致性，以便在一段时间内具有可比性。

    通常，通过在洗脱液中浸泡、漂洗或溶解，微生物从被测项目或有代表性的部分转移至培养基中。

然后让洗脱液通过一个滤膜(该滤膜能直接贴在培养基上)。对大型的不可分的项目，可以用表面取样

方法进行测试(见A.4.2.4.8,A.4.2.4.9和A. 4. 2. 4. 10).
    洗脱液中加人表面活性剂以及对液体中的产品进行物理处理，可提高产品表面上的微生物回收。

常用的洗脱液见A. 4. 2. 5 ,

A.4.2.2 样品选择

A. 4.2.2. 1 为进行灭菌前计数，取样无非有两种可能性:

    a) 灭菌前随机抽取样品;

    b) 抽取不适于销售的产品 ，如废料或不合格品 。
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    此类样品的选择取决于众多因素，但是先决条件是所选样品能尽可能地代表灭菌前的产品。如果

是用不合格品，则宜选择那些已经过各个关键的生产过程阶段(包括清洗和包装过程)的产品。按以上

a)抽取的产品是更为理想的样品。

    为不同的目的，如确认清洗过程或评价生产过程，可运用不同的策略来选择生物负载估计样品。

A. 4. 2. 2. 2 生物负载估计宜尽可能使用整个产品，但这可能做不到，因为现有的实验室玻璃器皿不可

能容纳整个产品。在这种情况下，选用的产品部分应尽可能大，并且在估计完成后，通过对所用的产品

部分的生物负载估计应能估计出整个产品的生物负载。因此在测试大型产品(如手术衣或外用引流成

套器械)时必须认真选取产品的试验部分。

A.4.2.2.3 在为生物负载估计抽取样品时，要注意产品应装在其标准包装之中。

    当从产品上取下用于生物负载试验的部分时，操作要小心。如果必须将试验部分从产品上分离下

来，建议在洁净条件下进行(例如在层流柜中)，这样可以避免增加污染。

A. 4. 2. 3 取样频率

    生物负载估计频率的确立基于多种不同的因素，包括:

    a) 以前进行的生物负载估计数据;

    b) 生物负载估计值的使用;

    c) 所用的加工过程;

    d) 批量大小;

    e) 产品的生产频率;

    f) 所用的材料;

    9) 生物负载值的变异。

    取样频率可以按时间(如每月一次)也可以按生产量(如每隔多少批一次)。但是为了确立基线水

平，在新产品投产时，通常要进行高频率的生物负载估计，这种频率随着对生物负载的了解而递减。

    生物负载估计频率以能检测出例如因季节变化、生产过程改变或材料改变而引起的生物负载的改

变为宜 。

A. 4. 2. 4 处理

A. 4. 2. 4. 1 总则

    微生物在表面附着的程度受表面特性、微生物自身和存在的其他材料(如润滑剂)的影响。污染源

也会影响到附着程度。为获取微生物，所进行的处理包括漂洗(同时施以物理力)或直接表面取样。表

面活性剂可以用于提高回收，但应认识到，较高浓度的表面活性剂可能会抑制微生物(另见A.4.2.5).

    在相当一部分材料中，有些微生物可能以生物膜的形式出现，在生物膜的结构中，微生物在牢固附

着于材料表面上的被囊状包围。生物膜状微生物可能会表现更强的抗灭菌性。尽管在医疗器械的生产

中生物膜的形成不常见，但在有些情况下，例如材料源自动物则会形成生物膜。在这种情况下，就应考

虑生物膜形成的可能性，而且也不应认为A. 4. 2. 4. 2和A. 4. 2. 4. 10中列出的处理方法能完全将微生

物从生物膜中释放出来。在对获取技术进行确认时，如果在重复回收(见A.5.2.1.1)过程中重复记录

到较高的微生物数，则表明有生物膜出现。

    在生物负载估计中所用的任何处理都应具有重现性，并应避免会明显影响微生物活性的条件，如过

分空化、剪切力、温度升高或渗透震动。

    有些处理方法要比其他一些方法易于控制。在选择方法和设计适宜的变量组合时，建议考虑方法

中的变量和控制这些变量的途径。例如，对一给定的方法，可以通过延长时间或调整机械搅动的特性来

增加微生物的回收。

    有些处理方法可能会分解待测产品(例如碎解、袋蠕动和涡旋)。分解的材料会给微生物计数造成

困难，这时则需要进行其他处理，如将分解的材料从洗提液中分离出来。应注意保证所得到的计数具有

代表性 。
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    应尽力尽快将试验项目移至试验室。如果必须要推迟转送，试验项目的保存条件应能避免微生物

的丢失或改变。应规定贮存的最长时间。干燥可能是微生物数量减少的重要原因，所以在选择贮存条

件和贮存时间时应加以考虑

A. 4. 2. 4. 2 袋蠕动

    将试验项目和一已知体积的洗脱液包封于一无菌胃型袋中 开动往复式搅棒，使洗脱液穿过并环

绕试验项目。

    该方法尤其适用于软质、纤维状和/或吸收性材料，但不适用于能将袋子刺破的材料，如带针的器械

或较大的试验项目。

    应规定处理的时间长度。

    该方法因为使用了相对大量的洗脱液，所以可能会生成微生物浓度较低的悬浮液。可使用膜过滤

(见A.4.2.6.2)或平板浇注(pour plating)(见A. 4. 2. 6. 3)技术为微生物计数。

A. 4. 2. 4. 3 超声洗脱

    将试验项目浸于装有已知体积洗脱液的适当容器中。将容器连同内装物一起在超声浴中进行处理

或将超声探测器浸人容器内的洗脱液中进行处理

    应规定超声处理的常规频率和处理时间。而且还应规定试验项目放在超声浴中的位置。应注意限

制同时进行处理的试验项目数量，以便阻断超声处理源。

    该方法尤其适用于不透明液体的固体试验项目和形状复杂的产品。该方法对某些医疗器械可能会

有破坏作用，特别是带有电子部件的器械，如植入式脉冲发生器。

    超声处理能和超声处理时间不应太强和太长，以免破坏微生物并导致其死亡，或者使洗提液过热。

A. 4. 2. 4. 4 搅动(带或不带玻琅珠)

    将试验项目浸于装有已知体积洗脱液的适宜器皿中，并用机械搅拌器(往复式、环绕式或手腕作用

式)进行搅动。也可使用手工搅动，但其效力会因操作人员而异。可以加人一定大小的玻璃珠来增加表

面磨损以提高回收效率 玻璃珠的大小以及搅动频率和时间不应导致过热和/或对微生物造成破坏。

    应注意，加人玻璃珠会增加微生物可附着的表面积。

    应规定搅动的时间和频率。

A.4.2.4.5 涡旋式混合

    将试验项目浸于装有已知体积洗脱液的密封容器中。将容器靠压在旋转混合器的旋转垫上以形成

涡旋

    对所用的容器，混合时间和设定的混合器的速度应加以规定。涡旋的形成将取决于手动施加的压

力，这样就会产生差异。该方法操作简单快捷，但仅适用于具有规则表面的小项目。

A. 4. 2. 4. 6 冲洗

    让洗脱液通过试验项目的内腔。可以靠重力或泵来使液体流动。另外还可将洗脱液充人产品中，

夹住并抖动。

    应规定器械与洗提液的接触时间、冲洗速度和液体体积。

A.4.2.4.7 搅切(碎解)

    将试验项目浸于装有已知体积洗提液的适宜容器中。在规定的时间内进行搅切，搅切时间取决于

试验项目和搅切器，但不宜过热，以便会引起洗脱液过热和对微生物造成破坏。该方法能将试验项目分

割成足够小，以便能用适当的方法对微生物计数。

A. 4. 2. 4. 8 擦拭

    含有可吸收取样材料的棉拭子通常被固定于杆或把手上。样品材料可以是也可以不是可溶性的。

    通常的使用方法是用缓冲液或液体培养基湿润棉拭，用棉拭擦拭界定好的取样表面。在有些情况

下，可以先湿润样品表面，然后用干棉拭擦拭，这样可以提高回收效率。随后将棉拭放至缓冲溶液或液

体培养基中，并搅动以从棉拭上取下微生物。另外，有时也可用可溶性棉拭，使棉拭溶解于缓冲液或液
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体培养基中。则用过滤、平板计数或其他方法分析所得到的悬液

    拭擦是从不规则形状产品或相对难以接近的区域取样的有效方法，该方法对取样面积必须大时也

有效

    但该方法因擦拭方式的不同而更易出错。而且，通过擦拭不太可能将样品上所有的微生物都收集

到。有些微生物可能会被棉拭本身吸附，从而不会被测到。

    棉拭中不应有微生物杀灭剂或微生物抑制剂

A.4.2.4.9 琼脂覆盖

    当生物负载低和在产品构型适宜时，在产品表面涂上熔化的琼脂培养基(最高温度在45C)，培养

至生成可见菌落。

    表面上天然集聚的细胞群、菌落在琼脂介面散布、琼脂干燥、可能存在的厌氧菌等都是潜在的不利

因素 。

A. 4. 2. 4. 10 接触板

    接触板或玻璃片可用于将凝固的培养基放在样品表面上，使存活微生物能附着在培养基表面，然后

再培养接触板或玻璃片，至形成可以计数的菌落。

    该系统的优点在于易于使用，结果与凝固的培养基的接触表面直接相关。

    由于该方法的效率普遍较低，所以只有在其他方法都不适用的情况下使用 接触板和玻璃片一般

只适用于平的或至少是规则的表面。

A.4.2.5 洗脱液、稀释液和转送培养墓

    在生物负载估计过程中，洗脱液可用于从产品上取下微生物;传送培养基可用于将取下的微生物移

去计数;稀释液可用于获得含有可计数微生物的悬液。

    洗脱液和稀释液的特性对所用方法的效率有显著影响。在选择稀释液或洗提液时，应注意它们的

成分(如组成、浓度、渗透性和pH) 这些成分不应使微生物增殖或失活

    当用液体从固体表面取下微生物时，可考虑使用表面活化剂。

    常用的洗脱液和稀释液见表A. to

                                    表 A. 1 洗脱液的稀释液示例

溶 液 水中的浓度 应 用

林格氏溶液 1/4强度 通用

蛋白脏水溶液 0.1%一 1.0% 通用

缓冲的蛋白陈水溶液 0. 067mol/L磷酸

。.43 氢氧化钠

。.1%蛋白脏

通用

磷酸盐缓冲盐水溶液 0.02 mol/I磷酸

。9%氢氧化钠

通用

氯化钠溶液 0.25线-0. 9 % 通用

Cslgon林格氏溶液 1/4强度 溶解藻酸钙棉拭

硫代硫酸盐林格氏溶液 1/4强度 中和残 留氯

水 稀释含水样品;计数前制备可溶材料

的等渗压溶液

注:本表并不是全都包括的。表面活化剂 如聚山梨醉醋(Tween. 80)可以加人洗提液和稀释液中。根据具体

    的应用，通常使用的浓度在。.ol %--0. 1写之间。应使用适当浓度的表面活性剂，并加以特殊处理以防止

    泡沫形成
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A. 4. 2. 6 移至培养基

A. 4. 2. 6. 1 总则

    经过处理后，通常在洗脱液中会生成微生物悬液，可用A.4.2.6.2和A.4.2.6.7描述的方法检查

其中的存活微生物数。

    在移人培养基之前，还可能必须进行额外的处理，以便将聚集的微生物分解开来，以降低变异。在

有些情况下，从试验项目中取下微生物的方法也会分解这种聚集，但是有些情况下则可能必须另外进行

处理。

    如果洗脱液中有杀灭微生物或抑制微生物的物质，这可以通过稀释将其浓度降至无效，或通过过滤

或化学中和法来去除。因为，杀灭微生物或抑制微生物的物质可能会影响计数方法的选择。

    在选用菌落计数方法时，对培养中生成的菌落的上限应加以考虑。该限度可以不同，但应使每一存

活微生物都能形成一可见的菌落，且不会受其周围菌落的影响。此外，纤维可能会妨碍离散菌落的形

成，使计数产生困难。

A. 4. 2. 6. 2 膜过滚法

    通常，经膜过滤后，将滤器放到适宜的生长媒介上进行培养形成可见菌落是一种评价污染的有效方

法。滤膜的孔径大小应适宜，能滤除通过它的洗提液中的微生物。通常孔径为。.45 pm的滤膜能促进

菌落的形成。进行培养时，滤膜可以放在琼脂表面或放在浸泡了营养媒介的吸水纱布垫上。滤膜表面

上形成的菌落可以计数，也可从滤器上分离出来进行定性。

    膜过滤尤其适用于微生物浓度较低的悬液

    从洗提液中取出微生物时，当怀疑液体基质((substrate)中含有杀灭或抑制微生物时，膜过滤特别适

用，先将洗提液中的微生物过滤出来，并可在培养前对滤膜上的微生物进行冲洗。但是有些类型的膜滤

器可以吸收或释放抑制微生物生长的物质，所以只使用那些适于给微生物计数的滤膜是很重要的。滤

膜和洗提液应相容。

    通常需要一真空或正压(有些情况下)源。应注意避免负压过大，这会引起滤膜变形或损坏。

    注 14:对含有纤维产品残留物的洗脱液进行膜过滤可能会有些困难，因膜滤可能会被堵塞

A. 4. 2. 6. 3 平板倾注

    运用平板倾注技术，将一定量的悬浮液在不超过45℃下与熔化的琼脂混合，随后浇到平板中，放至

凝固。对平板进行培养至菌落形成并计数

    倾注板技术并不能将微生物从洗提液中分离出来。如果存在杀灭微牛物或抑制微生物的物质，可
用A. 4. 2. 6. 1适用。

A. 4. 2. 6. 4 平板涂抹

    平板涂抹技术是用涂抹器将一定量的悬液涂在固体培养基表面上。

    涂在培养基表面上的悬液被吸收，这样就形成了离散的菌落;所需的吸收决定了一只平板所能处理

的(可容纳的)悬液体积

    如果存在杀灭微生物或抑制微生物的物质，应考虑采用A.4.2.6.1.

A. 4. 2. 6. 5 连续稀释的最大可能数(MPN)法

    如果具有足够多的洗脱液，可将其一系列的稀释液接种于营养培养基中，使接种的培养基部分在随

后的培养中不产生可见生长。用表现出生长的稀释度，用统计学方法来估计微生物的原始数量。目前

利用统计学假设已经设计出了MPN表格，可查表直接估计出微生物的最可能数目(MPN) o

    MPN法易于操作，但是可以使用的培养条件范围则很有限，而且因该方法是基于统计学，所以它

更适于一般性评价而不是精确测定。

    如果存在杀灭微生物或抑制微生物的物质，可用A. 4. 2. 6. 1,

A. 4. 2. 6. 6 娜旋涂板法

    运用自动装置，将一定量微生物悬液涂于固体培养基的表面上。悬液涂抹是以递减的速率从培养

  10
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板的中心沿螺旋线轨迹向周边运动。

    培养后，用专用的计数格栅和计数技术(对全板或部分板计数)，通过换算来估计原悬液中的微生物

数 目。

    如果存在杀灭微生物或抑制微生物的物质，可按A. 4. 2. 6. 10

    已表明用螺旋涂板技术所得出的结果具有重现性，它与传统的连续稀释法和表面涂抹技术得出的

结果具有良好的一致性。由于器械的设计及使用毛细管和小容量(悬液)，螺旋板主要用于培养同质的

和无聚集的材料。

A. 4. 2. 6. 7 固体项目的MPN法

    MPN法也适用于小的、离散的项目。这要求在每一项目上的生物负载要很低，并且生物负载的分

布，应使直接放人培养基中的所有项目部分不会在培养中产生生长。结果可按 A. 4. 2. 6. 5进行评价。

对有些产品，可以将一个以上的项目放人一等量的培养基中。

    如果存在杀灭微生物或抑制微生物的物质，可用A.4.2.6.1,

A. 4. 2. 7 检测微生物的其他方法
    估计生物负载时还可使用菌落计数以外的其他方法。这包括新陈代谢物测定和荧光法。这些方法

被称为“间接法”，为了建立起与以往确定的存活微生物数量的关系，它们必须对照菌落计数校准。这些

技术的一个主要限制就是需要相对较高的微生物数悬浮在样品洗脱液中。一般来说，检测的数据量下

限要超过100个菌落形成单位((cfu) .

A. 4. 3 培养基和培养条件的选择

    在选择培养基和培养条件时，应对下列方面进行考虑

    a)一个培养基与培养条件的组合术能促进所有微生物的生长，但是有些组合会得出比其他一些

        组合更具代表性的的结果;

    b) 确认时可能需要使用比常规检测更多的培养基和培养条件;

    c) 在所选的培养基上直接涂抹可能会使微生物受到物理压力或损坏，而不能生长;

    d) 培养条件的选择应基于对待试产品的了解，如可能遇到的微生物污染源和微生物的特性。

    媒介和培养条件示例列于表A.2,

    酵母菌和霉菌可以在较低的温度下培养(引用表 A. 2 )。通常对培养基的需氧菌需再培养3 d-

7 d。但该技术需要认真的评价。

    应注意所有非选择性厌氧培养法也会使兼性寄生厌氧微生物的生长。

A.5 生物负载技术的确认

A. 5. 1 总则

    通过对生物负载估计方法确认应能深人了解产品上的微生物群落。为了使将来的微生物估计可

靠，GB/T 19973本部分要求对所使用的全部技术进行确认并测定回收效率。

A. 5.2 获取微生物技术的确认

A. 5. 2. 1 方 法

    目前有两个对医疗器械上微生物回收效率进行确认的方法，这些方法是:

    a) 样品产品的重复处理;

    b) 对已知微生物污染水平的产品进行培养。

    第一种方法的优势在于利用自然形成污染的微生物，但需要一相对较高的初始生物负载。第二种

方法为试验建立了一个模型系统，使用时会引起的问题是该系统是否与自然状态相符。但是该方法可

用于自然污染水平较低的产品。

A. 5.2. 1. 1 重复性回收方法

    本方法的原理是生物负载估计法应重复进行，直至回收的微生物累积数量无明显增加。每重复一

                                                                                                                                                            11
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次后，从产品上或产品部分上将洗脱液全部回收并计数。比较连续回收得到的结果。但是应注意的是，

本方法不是很精确。从产品上回收的微生物数与产品上实际的微生物数间的精确关系是永远无法验

证 的。

                                表 A. 2 培养基和培养条件示例

微生物类型 固体培养基 液体培养 基 培养条件，，

非选择性需氧菌 (大豆酪蛋 白消化琼脂 )

胰蛋白脉大豆琼脂

营养琼脂

血液琼脂

葡萄糖胰蛋 白陈琼脂

(大豆酩蛋白消化肉汤)

胰蛋白豚大豆肉汤

营养肉汤

300C --35℃下 2d-5d

酵母菌和霉菌 萨布罗右旋糖琼脂

麦芽浸提琼脂

四碘四氯荧光素

抓霉素琼脂

(大豆酪蛋白消化琼脂)

胰蛋白脉大豆琼脂

萨布罗右旋糖肉汤

麦芽浸提肉汤

(大豆酪蛋白消化肉汤)

胰蛋白脉大豆肉汤

20'C -25℃ 下 5d-7d

厌氧菌 加强梭状芽胞杆菌琼脂助

Schaedler 琼脂2，

预先减少的血液琼脂21

难养的厌氧菌琼脂2，

Wilken-Chal"ren 琼脂2，

罗伯逊肉汤

液体硫糖原酸肉汤

30'C --35℃下 3d-5d

::

本表资料并不详尽.

所列的培养条件是所列微生物类型常用的.

在厌氧条件下培养

A. 5. 2. 1. 2 产 品接种方法

    通过向产品接种一定数量的选定的微生物，形成人工生物负载，用来确立回收率。微生物可以是细

菌繁殖体或芽抱。最常用的方法是使用需氧菌芽抱。在实际当中使用细菌繁殖体有些困难，因干燥常

会失去活性

    确认研究中选用的微生物应能反应出自然形成的生物负载。所选微生物可包括代表性的:

    a) 霉菌 ;

    b) 繁殖型微生物(革兰阳性和/或革兰阴性);

    c) 形成芽袍的革兰氏阳性菌。

    使用具有代表性的厌氧芽抱形成菌，在实际当中可能会有困难。

    接种时应验证活性数。接种体干燥后，如果对特定的产品适用，就应使用从产品上获取微生物的方

法 回收数量与原接种数量之比即为产品的回收率

    微生物接种有很多局限性，如结壳、悬浮液粘连，成块以及接种体水平各异。在对产品进行接种时

应考虑到这些局限性。

    对可吸水性材料制成的产品进行接种，应将其浸于所选微生物的悬浮液中。这样可使微生物均匀

地分布在产品上。

  12
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A. 5. 2. 2 洗脱液

    洗脱液不应促进也不应抑制从产品上获取的微生物的生长。为了确立洗脱液的作用，应将已知数

量的少量的微生物接种至产品上，然后在洗脱液中放至一段时间，这段时间应能代表最坏情况的处理时

间。随后利用生物负载估计法来验证洗脱液可能产生的抑制或促进作用。

A.5.2.3 物理力

    可使用物理力从产品上获取微生物(见A. 4. 2. 4) 应评价这些力对生物负载估计值的影响。将物

理力作用于已知数量的少量微生物上(约100 cfu),测出物理力对微生物计数的影响。但是还应将洗脱

液对从产品上获取的存活微生物的影响考虑在内(见A. 5. 2. 2).

A53 计数方法的确认

A. 5. 3. 1 计数方法的确认应考虑:

    a) 涉及的微生物;

    b) 估计污染微生物的数量，这需要考虑是否需要浓缩或稀释洗脱液;

    c) 利用新陈代谢活动来估计数量的可能性。

A.5.3.2 生物负载估计的有效性主要取决于:

    a) 所选培养基促进微生物生长的能力(确保组成生物负载的微生物的回收);

    b) 所选的温度、培养时间所选培养基促进生长的能力。

A.6 技术应用

A. 6. 1 总则

    当用生物负载估计值确立灭菌过程的处理强度时，估计值精确是十分重要的。而且在生产过程的

常规控制中，用一个准确的微生物估计方法在灭菌前监测微生物负载是否变化到了会影响灭菌过程的

有效性的水平，也是十分重要的

    当需用生物负载的一般性信息来确定已有灭菌过程是否适宜时，最终估计的准确性、精确性也尤为

重要

    在最初确认中得出的生物负载估计值为评价变化提供了一个基准;这些估计值可用作检测变化(因

疏忽引起的)的依据，或确定变化对生产过程改变或环境改变影响的依据。过程控制极限的设定和趋势

分析可以是检测生物负载变化的灵敏方法。

A. 6.2 过程监控的极限设置

    过程监控中使用的生物负载估计极限值的选择是基于历史数据。应对数据进行分析，看是否符合

公认的数学分布(例如正态分布、泊松分布、二项分布)。在有经验的统计学家的指导下，可以将这些数

据转换(如对数、开根或乘方)使之符合公认的数学分布。如果这种尝试成功，就可计算估计值的置信

度。但是如果转换不符合则无法证明是否符合公认的数学分布。

    如果不符合公认的分布，那么设置极限最简单也最适宜的方法是检查历史记录，找出一个水平，所

有计数的95%处于该水平之下(或90%或990o). GB/T 19973本部分规定，应定期对所用极限进行定

期评审(属要求的内容)。

A. 6. 3 过程监控的趋势分析

    进行趋势分析的目的是找出过程改变已经发生的证据，即使估计值是在规定的极限内。该分析是

通过检查偏离估计值正常随机分布的数据来进行的。

    可以使用统计学过程控制的标准原理，例如累积分析方法。

    计数逐渐向上漂移的过程特征，会被偶尔发生的偏移或已知的周期波动(季节影响)所掩盖。从而

可能不被发现，若可行，检测平均波动会有助于发现这种漂移。

    一般来说，微生物数据在一段时间内保持在良好的水平，然后会形成一明显的“高峰”，但通常持续

时间很短。应对这些“高峰”出现的频率进行监控，观察频率是否改变，如果改变要进行研究。
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        附 录 B

      (资料性附录)

微生物学技术确认方法指南

B. 1 引言

    本附录描述了可用于对生物学估计技术进行确认的方法。也可以使用非本附录给出的方法。

    在正确使用这些技术的过程中需要有经过培训的有资格的人员来做出判定，尤其是要考虑产品的

构型和在生物负载中发现某些污染物的情况。

B. 2 对从产品上获取微生物技术的确认

    注 15:本附录概述了 A. 5. 2中简介的两种从产品上获取微生物 的确认方法。B. 2. 1描述了重复处理方法

            (见A.5.2.1.1),B.2.2描述了用接种产品的方法(见A.5.2.1.2)的确认

B. 2. 1 用重复处理进行确认

    注 16 本方法使用了对产品中自然形成的生物负载进行确认过程。有时它是指“完全回收”。

B.2. 1. 1在开始对从产品上获取微生物的技术进行确认之前，应将被确认的技术确定下来并形成
文件

    注17:应注意一旦开始确认，技术就不应再被更改，这一点非常重要。因此有必要先进行预试验来确定并优化将要

            进行确认的技术

B. 2. 1. 2 应对测定回收率的产品或部件进行选择。应确定针对每一产品技术(见B.2.1.1)，并用其估

计产品上的微生物数

    确定出产品上微生物的估计值后，再将该技术应用于同一产品来确定是否还有微生物被洗下。该

技术应用于同一产品的过程可重复进行一定的次数。

    注18:准确的重复次数取决于若干因素，这包括产品的特性，构成生物负载的微生物和初始污染水平。预试验(见

          B.2.1.1)可用于确定重复的次数

B. 2. 1. 3 在某些产品上，进行重复处理后有必要确定产品上是否还存有存活微生物。这可以通过下

列方法得到:

    a) 用熔化的回收培养基涂在产品表面上，等到培养基变硬，然后使产品作用于规定的培养条件下

        (见A. 4. 2. 4. 9 )对培养形成的菌落计数;或

    b)将产品浸于液体回收培养基中，作用于规定的培养条件下，检查是否生长。在浸于液体培养

        基并培养之后，如果在产品的一小部分上出现活微生物，可以用 MPN法的计数结果

        (见A. 4. 2. 6. 7 )。但是如果全部结果都表明有微生物生长，则MPN法不适用，那么就应重新

        考虑确认方法 。

B. 2.1.4 首次应用获取技术(B. 2. 1. 2)后得出的菌落数可表示为全部菌落数百分率。
    注19:可为每一产品计算菌落总数的百分率.并用于确定回收率。B. 5. 2, 1. 1给出了一操作示例。

B. 2.2 用接种产品进行确认

B. 2.2. 1 在开始对从产品上取下微生物的技术进行确认过程之前，应将被确认的技术确定下来并形

成文件。

    注 20 应注意一旦确认开始，技术就不应再被更改，这一点非常重要。因此有必要先进行预试验来确定并优化将要

          进行确认的技术

B. 2. 2. 2 应制备给产品接种的微生物悬液，并测定出存活计数。

    注21:用产品接种法进行确认时所用微生物的选择已在 A.5.2.1.2中进行了讨论。作为接种用微生物应能抵抗干

          燥，这一点十分重要，因此经常使用需氧菌芽抱。黑色枯草杆菌变种芽抱因易于获得而常被使用。宜选用符
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          合 ISO 11138-2的黑色枯草杆菌变种芽抱水悬液

B. 2. 2. 3 应制备该悬液的稀释液，并测定出存活计数。接种体的数量级应与产品上的自然污染相同。

对具有较低生物负载的项目，悬液的适宜浓度是向产品上放100个存活微生物。

    注22:有必要进行预备试验来确立适宜的稀释液(见B. 2, 2. 1).

8.2.2.4 应选择一定数量的用于测定回收率的无菌产品或部件。每一产品用一定量的微生物悬液

(见B. 2. 2. 3)进行接种并可以在层流条件下进行干燥(如果对产品适用)。

    注23 如果项目是经环氧乙烷灭菌，则应经过充分通风来降低残留物的影响。应在预试验中对从产品中洗脱出的

          任何具有限制影响的物质进行研究(见 B.2.2.1和B. 4) ,

    将悬液分布于产品上时，应包括最难取下自然污染的部位。

B. 2. 2. 5 运用规定的技术(见B.2.2)来确立从产品上取下的接种微生物的数量。

B. 2. 2. 6 取下的微生物数表示为接种到产品上的微生物百分率。可为每一产品计算百分率

(见B.2.2.4)，并用其确立回收率。第B. 5章给出一操作示例。

    注 24;应注意，从直接接种生物负载确认中得出的结果，可能不能准确模拟实际的生物负载。

B. 3 培养条 件的评价

    生物负载估计中所用的培养条件，即培养基和培养条件，不可能期望检测出所有潜在的污染菌 因

此在实际操作当中，生物负载的估计偏低是不可避免的。但是，还是要选择适宜的培养条件

GB/T 19973本部分7.2规定在对计数进行确认时要对培养条件进行评价

    评价培养条件的评价方法之一包括在对生产过程、环境和材料了解的基础上对培养条件进行合理

的选择，然后比较在这些培养条件下计数得到的微生物数与其他培养基和培养条件组合条件下得出的

微生物 数。

    如果该方法表明计数得到的生物负载数量低，则应重新考虑培养条件以使所得计数最佳。

B. 4 释出物对生物负载估计不利影响的检验

    检验的目的是研究从产品向悬液中释出的物质对脆弱微生物的影响，这里列举了一个方法，可用其

评价获取技术是否符合GB/T 19973本部分6.2规定;还宜考虑A. 4. 2. 6. 1.

B. 4. 1 选用灭菌产品，每一产品都应经受常规微生物洗脱技术。如果洗脱技术中用到洗脱液，则可按

照B.4.2的步骤进行，如果产品直接放人培养基中，则可按B.4.3进行。

B. 4. 2 如果洗脱技术中用到洗脱液(见A. 4. 2. 5 )，将一定数量的易受破坏的微生物放人洗脱液中。

所用的最适宜的微生物数为100a细菌抑制试验通常在药典专论中有描述

    注25:可以使用药典专论中所述的微生物，也可使用荧光假单胞菌 制备的悬液需放置一段时间，至少为生物负载

          估计中所允许的最长时间 然后计算存活微生物的数。

B. 4. 3 如果产品直接放人回收培养基中(如在MPN估计时，见A.4.2.6.7)，可以使用药典专论中描

述的细菌抑制试验。

    在该试验中，产品直接放人培养基中，并培养一段时间。然后将少量的微生物(见B.4.2)放人培养

基中并继续培养。经过一段时间后，检查是否有可见微生物生长。

B. 4. 4 如果接种的微生物数与B. 4. 2回收的数量有很大差异，或在B. 4. 3中未观察到微生物的生长，

则应对生物负载估计技术进行重新考虑。可能有必要加人中和或过滤步骤以去除抑制物质

(见 A.4.2.6.1).

B 5 修正系数计算举例

B. 5. 1 引言

    给出了两个示例来说明校正系数的计算。所引用的值不指示在实际确认过程中得到的值。
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B.5.2 取下技术的确认

B. 5. 2. 1 重复处理

B. 5.2. 1. 1 本示例中，表B. 1

一个医疗器械的5个平行结果

                        表 B. 1

中示出了重复处理确认过程中一般的理想化的数据。这些数据表示了

某一器械平行试验中通过重复处理测得的菌落数

处理
平 行 计 数

平均 菌落数
1 2 3 4 5

      1

      2

      3

      4

琼脂覆盖

60
                  一

10

1

0

10

} 70

5

2

0

7

55

2

0

0

4

45

3

0

1

2

56

6. 4

0.6

0. 4

5. 6

全部菌落数 81 68 84 61 51 69

B. 5. 2. 1. 2 根据表B. 1中的数据，取下率计算如下:

    第一次处理:60  50  70  55  45

    总数: 81  68  84  61  51

    回收率/(%):74  74  83  90  88

    平均回收率=81. 8 范围=74%-90编

    注26:运用一种琼脂覆盖的理想情况也包括在了本计算中。某些医疗器械的特性可能会无法用琼脂覆盖〔见

            B.2. 1. 3 W

B.5.2.1.3 使用平均取下率，计算回收率的修正系数:

_100_81. 8
      注27:在有些应用中，可以决定使用取下率范围中最低值，以反应出最坏情况。这一决定将会影响数据的使用.

B. 5. 2. 2 产品接种

B. 5. 2. 2. 1 确认时，对预试验表明生物负载非常低的情况可选择产品接种法。

B. 5. 2. 2. 2 制备枯草杆菌黑色变种芽抱水悬液，并用最佳培养条件测定悬液中的存活微生物数。

B. 5. 2. 2. 3 制备悬液的稀释液，使。. 1 mL中含有100个芽抱。向器械所选部分接种。. 1 ml，该稀释

悬液，并在层流下进行干燥。

B. 5.2. 2. 4 使经接种的产品在经受上述选定的洗脱技术，洗脱的平均芽抱数为35，其范围是在25-45

之 间。

B. 5. 2. 2. 5 回收率的校正系数计算如下:

                                塑 =2.9
                                                          35

B. 5. 3 生物负载估计值的计算

    生物负载估计值可通 过灭菌前 计数乘以 GB/丁19973本部分 中第 B. 2章得 出的校正系数求得
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