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        医疗器械灭菌确认
选择微生物挑战和染菌部位的指南

范围

    本标准为灭菌确认过程中选择合适的微生物挑战、合适的染菌部位、染菌方法以及复苏染菌微生物
的技术提供相应的指南。

    本标准适用于医疗器械制造商进行灭菌确认试验，而不适用于常规的灭菌试验。
    本标准不适用于医疗器械清洁效果确认或消毒确认中的微生物挑战或染菌过程。

2规范性引用文件

    下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文
件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

    GB 18279.1-2015医疗保健产品灭菌 环氧乙烷第1部分：医疗器械灭菌过程的开发、确认和
常规控制的要求

    GB 18281.1-2015医疗保健产品灭菌 生物指示物 第1部分：通则

3 术语和定义

GB 18279.1和GB 18281.1界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

生物指示物biological indicator
对特定灭菌过程有确定抗力的活菌测试系统。

3. 2

染菌载体inoculated carrier
在特定材料上或者内部含有特定数量的可存活的测试微生物。

3. 3

染菌液liquid inoculum
菌ru液suspension

包含着存活的试验微生物的液体。

注：通常情况下，菌悬液和染菌液这两个词可以通用。

3 . 4

基质s u b s t r a t e

微生物挑战过程中，产品或载体与菌悬液的接触部位。

4微生物挑战类型和选择准则

4.1选择特定微生物和含菌量用于微生物挑战时，考虑以下原则：
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    a) 灭菌过程的抗力；

    b) 预期无菌保证水平（SAL)相适应的含菌量；

    c) 产品自身生物负载的抗力；

    d) 基质（如染菌接触的表面材料）的物理和／或化学特性对抗力、存活能力、含菌量的影响。
    注1：通常情况下，在选择用于挑战的微生物时，可采用一种对灭菌方法具有较高抗力的微生物；也可参考有关标

          准推荐的微生物类型（如GB 18281),

    注2：选择微生物挑战的含菌量时，应考虑灭菌的确认方法。如对无菌保证水平（SAL）为10一‘，采用过度灭杀法

          时，通常选择初始芽抱数至少为1X10‘的含菌量。

4.2可供选择的微生物挑战类型，包括但不限于下列：

    a) 单独包装的染菌载体（如纸或不锈钢）；

    b) 不含包装的染菌载体（如小长条、小圆片、丝或线等）；
    c）  自含式生物指示物（SCBI) ;
    d) 菌悬液（见第7章）。

4.3微生物挑战类型的选择原则，应基于下列因素：

    a) 放置的位置（挑战类型的大小与染菌部位的大小）；

    b) 性能一致性，如较低的变化率（如选择采购或自制的生物指示物）；
    c) 易于使用（如选择染菌载体或菌悬液）。

4.4当用染菌液对产品进行染菌时，鉴定产品的抗力应考虑产品的预期用途（见第7章）。

5产品、染菌部位和染菌过程的选择

5. 1染菌产品的选择

5.1.1用于染菌的产品应是常规生产和灭菌的产品。

5.1.2在对多种产品进行灭菌的情形下，应对这些产品进行评估，并选择一种最难灭菌的产品。
5.1.3对多个部件组合的产品应进行评估，选择其中最难灭菌的部件。如所有部件被认为具有等同的
抗力，可选择任一部件。

    注：在选择染菌产品时，与血液、脑脊液或其他身体中通常无菌部位接触的产品比与未损伤的皮肤或翁膜接触的产

        品更为关键。

5．1.4根据选择的灭菌方法（环氧乙烷灭菌、热灭菌或化学灭菌）来评价产品的物理特性和结构，有助
于确定最难灭菌的产品。考虑以下情形，但不限于：

    a) 含有细长导管的器械：非常细的导管直径和／或较长的导管长度，会对灭菌方法造成挑战；
    b） 含有藕合或螺纹结构的器械：祸合或螺纹结构可导致密封和／或堵塞，会对灭菌方法造成挑战；

    c) 高密度和多孔的器械（如纺织品、橡胶、海绵和陶瓷）：密度和／或多孔性会影响热量、湿气或者
        灭菌剂的渗透，会对灭菌方法造成挑战；

    d) 含粗糙表面的器械：不规则的表面会生成微生物的保护区域，灭菌因子到达这些区域更加困
        难，会对灭菌方法造成挑战；

    e) 含有屏蔽结构的器械：屏蔽结构或／和特殊的包装要求会影响热量、湿气、灭菌剂的渗透，会对
        灭菌方法造成挑战；

    f) 复杂器械：含有多种零件或包含a)-e）描述的一个或多个特性的复杂产品，理论上是用于染
        菌的合适选择。

5.1.5确定用于染菌产品的基本原理，并应形成文件。
    2
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5. 2选择产品染菌部位

5.2.1产品上染菌部位选择原则和选择最难灭菌的产品的原则一样仁见5.1.4 a)-e)]。例如，若选择

了一个含有细长导管的产品，则染菌部位是开放式细长导管的中间部位或者一端封闭式导管的末端。

5.2.2选择染菌的产品部位应是对灭菌过程的挑战部位，同时易子测试，见7.1 h) o

5.2.3如若干部位表现为等同的挑战，可选择任意部位进行染菌。如染菌部位不易进行测试，那么选

择染菌部位时应考虑产品的生物负载或产品与患者接触部分。为找到更合适的部位，可不选择较低生

物负载或较少患者接触的区域。也可考虑使用含有等同挑战抗性的易于染菌的替代产品。

5.2.4确定产品染菌部位的基本原理应形成文件。

5 . 3染菌过程

5 . 3 . 1概述

5.3.1.1对产品进行染菌时，应使用无菌技术。在一个洁净区域进行染菌，操作染菌载体时使用手套或

其他器具。在使用染菌悬液过程中，应遵循其他的实验室无菌技术。

5.3.1.2在受控的环境下存储已染菌的产品。实施染菌过程的环境条件应是专用的。

5.3.2使用染菌载体的注意事项

5. 3 . 2 .

5 . 3 . 2 . 2

尽可能使用标准的染菌载体（生物指示物）用于产品的染菌。若干配置可供使用（见第4章）。

暴露于温度和湿度的极限条件下会引起染菌产品上微生物的抗性变化。对染菌产品有潜在环

境影响的运输条件应进行评估；从产品染菌完成到使用前的存储时间也应确定。

5.3.2.3放置染菌载体进人产品，不能阻挡或阻塞任何区域和妨碍与灭菌剂的接触。尽可能保持染菌

载体（生物指示物）的外部包装（如玻璃纸），以保护芽抱免受实验室和环境变化的影响。

5.3.2.4当放置无包装的染菌载体时，应小心操作。不得使用裸手，使用a子或其他器具来放置。非必

要的操作会引起染菌载体上微生物的失活、损坏染菌载体或改变染菌载体上的含菌量。

5.3.2.5为便于将染菌载体放置产品内、而对载体进行人为的切割、折.iAl或卷曲等物理改变时，应考虑

这些操作对染菌载体上含菌量的影响，且尽可能减小其操作程度。

6染菌产品的测试和评估

6. 1染菌产品的测试

6.1.1对于用染菌载体进行挑战的产品，应能从产品中回收染菌载体，且能浸人培养基中用适当的复

苏技术和条件进行培养或计数。

6.1.2如在移取染菌载体过程中出现撕裂或损坏造成载体无法整体回收，则应在无菌条件下回收各部

分一起培养。如果载体无法完全回收，则将含有载体的产品进行培养和检验。

6.1.3对于用菌悬液进行挑战的产品，染菌的产品或产品部位须浸入适当的培养基中进行培养（见第7

章中其他关于染菌悬液的信息）。对直接染菌的产品，可采用其他的检验方法，如薄膜过滤法。

6. 1. 4

6. 1. 5

如有需要，应采用生物指示物制造商提供的说明书选择培养基和培养条件（如温度和时间）。

对将浸人培养基进行培养的染菌产品，应考虑产品是否存在有抑菌作用的物理和化学因素。当
                                                                                                                                                3
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存在抑制指示物细菌的因素时，为确保检验结果准确，应采用中和或者去除抑菌成分方法。这种方法的

有效性可以通过进行抑菌试验证实。

    注：参考GB/T 19973.2关于产品测试确认的指南。

6.2染菌产品测试结果的评估

6.2.1培养结束后，可采用低倍显微镜检查培养基中是否有细菌生长。有菌生长的结果包括浑浊、臭

味、变色、形成菌膜、沉淀和絮状物。可在背光条件下用肉眼检测培养基浑浊度。

6.2.2在6.2.1中描述的情况可能不一定都是微生物生长的结果，可进一步进行培养或显微鉴定，以确

定是否有微生物生长。

    注：参考GB/T 19973.2关于无菌试验的传代培养。

6.2.3应通过生物化学、形态学或者其他适当的鉴定方法确定试验容器中生长的微生物与所用生物指

示物是否一致。

6.2.4如果试验容器中存在非指示物所含的微生物，则应对其进行鉴定。

7 菌悬液使用规则

7. 1菌悬液的使用

    用菌悬液对产品进行染菌时，需具备专业知识和经验以避免出现测试结果不准确。为确保测试结

果准确，应由接受过菌悬液使用培训的检验人员进行操作。影响结果准确性的因素包括（但不限于）：

    a) 未遵守无菌操作规程造成培养物污染。

    b) 在菌悬液中的细胞碎片和溶质（如盐和蛋白质）会造成微生物（芽抱）成团或聚集。
    c) 调节悬液中微生物的体积浓度的比例可有效减少非吸收性表面微生物的成团。

    d) 菌悬液有不同类型（如水或者水一乙醇混合物）。水一乙醇棍合物可降低悬液的表面张力并增加

        悬液延展性，且比水更易蒸发。但是与纯水相比，水一乙醇混合物与基质进行相互作用的可能

        性增加，会提高微生物成团或聚集可能性。

    e) 可采取方法确保染菌部位的表面具有足够的表面张力来使菌悬液呈液滴状，如增加染菌部位
        的表面积、降低染菌部位的弧度或者减少菌悬液的体积。

    f) 滴加菌悬液的某些表面或基质可能会影响悬液中的微生物（芽抱）的抗力。有凹痕或不平的表

        面可能会留存芽抱，因此增加其对灭菌剂的抗力。有些产品可能含有表面污染物，例如霉菌，

        它们会影响菌悬液的抗力以及测试结果。

    g） 对于气体灭菌或消毒过程，直接将菌悬液滴加在非吸水材料表面会造成问题。当直接滴加在
        非吸水性或者疏水性表面时，菌悬液的液滴将保持液滴状态，液滴的干燥会造成芽抱在其内部

        成团，因而阻碍灭菌剂与芽抱相互作用，影响灭菌剂的作用。

    h)对狭窄的表面进行染菌（如狭窄的细长管道）可能会对染菌区域形成阻碍。必须小心操作以避
        免引起染菌区域的阻塞。

    I) 染菌产品样品应在使用和／或运输使用前应完全干燥。干燥的时间和方法可能会造成微生物
        （芽抱）的成团或者聚集。

7.2染菌产品的Ali试

    在测试染菌产品时，可将含菌悬液的产品部位浸人合适的生长培养基中并进行培养。也可以将产
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品上的微生物转移到培养基中并进行培养。参考GB/T 19773.2的方法指南。

7. 3测试要求

    为证实染菌和用于染菌液的复苏技术的可重复性和一致性，应确保有足够数量的样品数量来评价

菌悬液的适用性。根据预期用途确定可接受的变化率。如，若评价数个样品的结果出现大于1个对数
值以上的偏差，则应对检验技术的有效性进行更进一步的确认。
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