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	4.2.3　应保证能够正确执行指定测试和测量过程的设备的可用性。

	4.3　产品实现
	4.3.1　应规定采购程序。 这些程序应符合ISO 13485、ISO 15189或ISO / IEC 1702
	4.3.2　应在符合ISO 13485、ISO 15189、ISO / IEC 17025或ISO 10012标
	4.3.3　应规定包括质量测试在内的生物负载测定所用材料的制备和灭菌方法。

	4.4　测量，分析和改进
	4.4.1　分析测量的不确定性、精确度和偏差通常不适用验证生物负载测试方法和结果，这一类型的数据分析除了在评价实
	4.4.2　对于不合格品的控制，应当规定不合格结果的调查、纠正、纠正措施及预防措施的程序。这些程序应符合ISO 


	5　产品选择
	5.1　总则
	5.1.1　选择和处理用于测定生物负载的产品的过程中，应确保所选产品能够代表常规生产产品，包括包装材料和工艺等方
	5.1.2　如果为了测定多种产品的生物负载而对其进行分类，应记录产品类别中包含该产品的基本原则。同时，本原则应包
	5.1.3　由于生物负载测定易受时间推移的影响而改变，应考虑生物负载测定的取样时限。

	5.2　样本份额（SIP）
	5.2.1　整个产品（SIP = 1,0）或部分产品（SIP <1,0）均可用于测定生物负载。
	5.2.2　如果使用部分产品（SIP <1,0）测定生物负载，则该部分产品（SIP）应能够充分代表整个产品的生物
	5.2.3　当生物负载分布已知时，以下内容适用：
	5.2.4　如果生物负载分布未知，则SIP应由所选产品的部分组成，这些部分按比例代表成品的每种材料。
	5.2.5　SIP可以根据尺寸特征进行计算，例如长度，质量，体积或表面积（详情见表A.1）。


	6　生物负载的测定方法和微生物鉴定
	6.1　生物负载的测定
	6.1.1　选择合适的方法
	6.1.2　抑制物质的中和
	6.1.3　微生物的采集
	6.1.3.1对于将采集产品活微生物作为测定产品生物负载方法的一部分，应评价该方法的采集效率并形成文
	6.1.3.2对于未将采集产品活微生物作为测定产品生物负载方法的一部分（例如产品的直接培养），应考虑

	6.1.4　微生物的培养
	6.1.5　微生物的计数

	6.2　微生物鉴定
	6.2.1　选择适当的微生物鉴定技术
	6.2.2　通过以下一种或多种技术进行微生物鉴定：


	7　生物负载测试方法的确认
	7.1　通则
	7.2　方法确认

	8　生物负载的常规测定及数据解释
	8.1　通则
	8.2　检测限和平板计数
	8.3　微生物鉴定
	8.4　生物负载数据的其他应用
	8.5　生物负载峰值
	8.6　生物负载水平
	8.7　数据分析
	8.8　统计方法

	9　生物负载测试方法的维护
	9.1　产品和/或制造过程的变更
	9.2　生物负载测定方法的变更
	9.3　生物负载测定方法的再确认


	附　录　A（资料性附录）产品上微生物总数的测定指南
	A.1　范围
	A.2　规范性参考文件
	A.3　相关术语和定义
	A.4　质量管理体系要素
	A.4.1　文件
	A.4.2　管理职责
	A.4.3　产品的实现
	A.4.4　测量、分析和改进—不合格品控制
	A.4.4.1　微生物试验结果一般不符合数学分布模型。因此,测量不确定度、精度和偏差可能不是必须的，除非是为了评估整


	A.5　产品选择
	A.5.1　总则
	A.5.1.1　宜对产品取样和选择过程应该规范，进行操作时要避免因疏忽而引起的污染以及是样品中微生物数量和类型产生明
	A.5.1.2　当为系列产品建立微生物负载检测时，应该考虑到微生物负载数据的使用（如原材料的控制、接收到的零部件、过
	A.5.1.3　若生物负载产生的数据用于建立灭菌过程，则产品的抽样到生物负载测定之间经过的时间宜能反映出产品生产最后

	A.5.2　样品份额
	A.5.2.1　在可行的情况下，生物负载的测定应充分利用整个产品，如果实验室的容器很难容纳整套产品，在这种情况下使用
	A.5.2.2　应尽可能将产品的大部分用于样品份额。样品份额应该是具有一定的代表性，可以确定整个产品的生物负载。当是
	A.5.2.3　应考虑到导致产品上的微生物分布的生产部分。
	A.5.2.4　可以从更严苛的灭菌过程选择样品份额，选择样品份额的例子如带有连接或活塞等导管类的装置。
	A.5.2.5　给出了选择不同样品份额计算基础的产品示例表A.1。在准备或装配样品部分时，在取样时应该小心。如果从产


	A.6　生物负载微生物的鉴定和测定方法
	A.6.1　生物负载测定
	A.6.1.1　适当方法的选择
	A.6.1.2　抑菌物质的中和
	A.6.1.3　微生物的采集
	A.6.1.4　微生物的培养
	A.6.1.5　微生物的计数

	A.6.2　生物负载的微生物鉴定
	A.6.2.1　微生物的鉴定的必要程度取决于产品的性质、微生物菌落的多样性，以及数据的使用情况(例如灭菌资格)。
	A.6.2.2　可以用一系列的的方法对在医疗器械上或在医疗器械内微生物组生物负载进行微生物的鉴定。典型的微生物鉴定方


	A.7　生物负载测定方法的确认
	A.7.1　通则
	A.7.2　验证
	A.7.2.1　生物负载法适宜性
	A.7.2.2　生物负载回收效率
	A.7.2.3　计数和培养条件


	A.8　生物负载的常规测定和数据分析
	A.8.1　概述
	A.8.2　检测限和平板计数
	A.8.2.1　检测限
	A.8.2.2　平板计数

	A.8.3　微生物特征
	A.8.4　生物负载数据的治疗程度
	A.8.5　生物负载峰值
	A.8.6　生物负载水平
	A.8.7　数据分析
	A.8.8　统计方法

	A.9　生物负载测定方法的维持
	A.9.1　产品和/或制造过程的变更
	A.9.2　生物负载测定方法的变化
	A.9.3　负载测定方法的重新确认


	附　录　B（资料性附录）生物负载测定方法指南
	B.1　总则
	B.1.1　生物负载测定能在多种情况下进行。负责进行该类测定的人员应考虑到在确定了取样速率、所用方法、培养基特性
	B.1.2　生物负载测定过程的关键步骤顺序在图B.1中说明，负责进行测定的人员应利用原材料、部件、生产环境、生产

	B.2　使用洗脱液采集微生物的方法
	B.2.1　总则
	B.2.1.1　此附录中描述的方法可以组合使用，以增加可发现的微生物的数量并减少变异性。
	B.2.1.2　微生物对表面的附着度受表面的特性、微生物自身和存在的其它材料（例如润滑剂）的影响。污染源也会影响附着
	B.2.1.3　对于与非无菌液体接触的材料，除非采取了适当的生物负载控制措施，否则微生物会以生物膜的形式出现。在生物
	B.2.1.4　在生物负载测定中所用的任何处理都应有重现性，并应避免可能影响微生物活性的条件，诸如过分空化、剪切力、
	B.2.1.5　有些处理比其它方法更易于控制。当选择一种处理方法并且设计合适的处理条件时，应考虑控制处理方法的变量和
	B.2.1.6　某些处理方法（如碎裂、袋蠕动和涡旋）可能会分解待测产品，分解的材料会致使微生物计数困难。这时需要进行
	B.2.1.7　应尽力尽快将试验样品移至实验室。如果一定要推迟转送，试验样品的保存条件应避免微生物的丢失或改变。应规

	B.2.2　采集技术
	B.2.2.1　袋蠕动
	B.2.2.1.1　将试验样品和一已知体积的洗脱液装在一个无菌均质袋中。开动往复式搅棒，使洗脱液贯穿试验样品内外。
	B.2.2.1.2　应规定处理时间。
	B.2.2.1.3　该方法尤其适用于软质、纤维和/或吸附性材料，但可能不适用于能刺破袋的任何材质（如带针或含有坚硬部分的
	B.2.2.1.4　若使用了较大量的洗脱液，可能会生成含有低浓度微生物的悬浮液，应过滤掉洗脱液（若可行）。

	B.2.2.2　超声波洗脱
	B.2.2.2.1　将试验样品浸入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波清洗器中进行处理，或将超声
	B.2.2.2.2　应规定超声处理的常规频率和处理时间。而且，还应规定试验样品在超声波清洗器中的安放位置。应注意限制同时
	B.2.2.2.3　该方法尤其适用于不透液体的固体试验样品以及形状复杂的产品。该方法对某些医疗器械可能产生破坏作用，尤其
	B.2.2.2.4　超声处理能量和超声处理持续时间不应破坏微生物并导致死亡，或是使洗脱液过热。

	B.2.2.3　振摇（机械或手工方式）
	B.2.2.3.1　将试验样品浸入装有已知体积洗脱液的适当容器中，并用机械振动器（如往复式、轨道或机械腕摇床）振摇一段时
	B.2.2.3.2　应规定振摇时间和频率。
	B.2.2.3.3　可以加入一定大小的玻璃微珠增加表面磨损，由此提高回收效率。加入的玻璃微珠的大小以及振摇时间和频率不应

	B.2.2.4　涡旋混合
	B.2.2.4.1　将试验样品浸入装有已知体积洗脱液的密闭容器内，密闭容器放置在涡旋混合器的旋转垫上以形成涡旋。涡旋的形
	B.2.2.4.2　应规定所用容器、混合时间以及设定的混合器的速度。
	B.2.2.4.3　该方法操作简单快捷，但仅适用于小的试验样品。应评估涡旋混合器不同操作人员间的采集差异。

	B.2.2.5　冲洗
	B.2.2.6　混合（碎裂）
	B.2.2.6.1　将试验样品浸入装有已知体积洗脱液的适当容器内。在规定的一段时间内混合或搅切试验样品。
	B.2.2.6.2　时间取决于试验样品和混合器，但是时长不应造成洗脱液过热和对微生物造成潜在伤害。
	B.2.2.6.3　该技术提供了将试验样品分成足够小的部分的方法，以便于通过平板培养技术对微生物进行计数。

	B.2.2.7　擦拭
	B.2.2.7.1　含有吸附性材料的棉拭子通常被固定于杆或把手上。样品材料可以是可溶性的或不可溶性的。
	B.2.2.7.2　通常使用的方法是用洗脱液湿润棉拭子，并用棉拭子擦拭预先界定的试验样品的表面。在有些情况下，可以通过先
	B.2.2.7.3　擦拭法是对不规则形状产品或难接近的区域取样的一个有效方法。该方法也可用于大面积区域的抽样。
	B.2.2.7.4　该方法会因擦拭方式的不同而更易出错。而且，通过擦拭不可能将表面上的全部微生物都收集起来。有些收集到的
	B.2.2.7.5　棉拭子中不宜含有灭菌剂或抑制剂。


	B.2.3　洗脱液、稀释液和转送培养基
	B.2.3.1　在生物负载测定过程中，洗脱液可用于从产品上采集微生物，用转送培养基可用于转送采集到的微生物并计数，用
	B.2.3.2　洗脱液和稀释液的特性对所用方法的总体效率有明显影响。选择稀释液和洗脱液时，应注意它的成分（如组分、浓
	B.2.3.3　当用液体从固体表面采集微生物时，可考虑结合使用温和的表面活性剂。见表B.1。
	B.2.3.4　常用的洗脱液和稀释液见表B.1.


	B.3　不使用洗脱液采集微生物的方法 
	B.3.1　接触板
	B.3.1.1　在此方法中，可将凝固的培养基放在样品表面上，使存活的微生物能附着到该培养基的表面，然后再培养接触板或
	B.3.1.2　该方法优点在于使用方便，结果与凝固培养基的接触表面直接相关。
	B.3.1.3　表面上自然集聚的细胞群、菌落在琼脂表面散布、琼脂的干燥、可能存在厌氧菌等都是潜在的不利因素。
	B.3.1.4　由于该方法的回收率通常较低，只有在其它方法不适用的情况下才宜适用。接触板和玻璃片通常只适用于平的或规

	B.3.2　琼脂覆盖
	B.3.2.1　当生物负载低以及产品构造适合时，在产品的表面涂上熔化的琼脂培养基并固化，培养至产生可见菌落。
	B.3.2.2　表面上自然集聚的细胞群、菌落在琼脂表面散布、琼脂的干燥、可能存在厌氧菌等都是潜在的不利因素。并且，有

	B.3.3　最大可能数（MPN法）
	B.3.3.1　MPN法是一种沿用已久并有充分文献依据，用于估算在产品中随机分布的存活微生物的数量。这种方法尤其适用
	B.3.3.2　这种方法包括（按体积或者重量）对产品进行重复取样，其中每次取样的样品中均含有相同数量的可存活微生物（
	B.3.3.3　MPN方法应用的关键要求是微生物总数在整个（研究中的）产品上随机分布。因此，对于液体用的医疗产品、粘
	B.3.3.4　MPN法易于操作，并且该方法是基于统计学，所以它更适用于一般性评估而不是精确测定。按照（B.1公式）
	B.3.3.5　每个产品的MPN结果可以等同于每个产品的CFU结果，用于生物负载计数和计算。
	B.3.3.6　若存在杀菌或抑菌物质，B.8中关于这方面略述的考量会适用。


	B.4　移至培养基
	B.4.1　总则
	B.4.1.1　经处理后，通常在洗脱液中会生成微生物悬液。可用下述其中一种方法检查其中的存活微生物并进行计数。
	B.4.1.2　在移入培养基之前，还需进行额外的处理，以便将聚集的微生物分解开来，以减少低估。在某些情况下，从试验样
	B.4.1.3　灭菌或抑菌物质的存在可能会影响培养方法的选择。若洗脱液中存在灭菌或抑菌物质，可通过稀释的方法将其降低

	B.4.2　膜过滤法
	B.4.2.1　洗脱液过滤后，将滤器放在适宜的培养基上进行培养，形成可见菌落，是对存活微生物计数的一种有效方法。通常
	B.4.2.2　通常需要一真空源，某些时候需要压力源。宜注意避免负荷过大而使过滤膜变形或损坏。
	B.4.2.3　对含有类似纤维状产品残留物等微粒的洗脱液进行膜过滤可能比较困难，因微粒会阻塞过滤器。
	B.4.2.4　进行培养时，可将膜过滤器放置在琼脂表面或者浸泡了液状营养培养基的吸附纸上。对膜过滤器表面上形成的菌落
	B.4.2.5　膜过滤法更适用于微生物浓度较低的悬液。
	B.4.2.6　从洗脱液中采集微生物时，当怀疑液体培养基中含杀菌或抑菌物质，则宜用膜过滤法，并且能够在培养前对过滤膜

	B.4.3　平板倾注
	B.4.3.1　使用平板倾注技术，将一定量的悬浮液在约45℃的温度与融化的琼脂相混合，然后倾注到平板放至凝固。对平板
	B.4.3.2　平板倾注并不能将微生物从洗脱液中分离出来。若存在杀菌或抑菌物质，需考虑的事项如B.8中所示。
	B.4.3.3　可平板倾注的洗脱液量受限制，因此这种方法对低浓度微生物的悬浮液达不到要求的灵敏度。
	B.4.3.4　琼脂的温度应尽可能低以避免对微生物造成损害，因为即使是45℃也会灭活一些环境微生物。因此，平板倾注对

	B.4.4　平板涂抹
	B.4.4.1　平板涂抹是使用涂抹器将一定量悬液涂在培养基表面。
	B.4.4.2　涂在培养基表面上的悬液应被吸收，才能形成离散的菌落；吸收决定了一个培养基表面所能处理的悬液体积。
	B.4.4.3　如果存在杀菌或抑菌物质，B.8中关于这方面的描述的考量会适用。
	B.4.4.4　平板涂抹的洗脱液量受限量。因此该方法对于微生物浓度较低的悬液达不到要求的灵敏度。

	B.4.5　螺旋涂板
	B.4.5.1　螺旋涂板使用自动装置，将一定量的悬液涂在固体培养基表面。悬液以螺旋轨迹从培养基中心向外周递减涂抹。经
	B.4.5.2　用螺旋涂板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法得出的结果具有良好的一致性。由于器
	B.4.5.3　如果存在杀菌或抑菌物质，B.8中关于该方面略述的考量会适用。


	B.5　培养（培养基和培养条件）
	B.5.1　表A.2中列出了一些培养基和培养条件的示例。该清单并不详尽。对产品中生物负载微生物类型的测定，包括通
	B.5.2　应该注意所有非选择性厌氧培养法会使兼性厌氧微生物生长。但是，此微生物生长的种类根据不同的培养基和培养

	B.6　计数（计算菌落）
	B.6.1　在使用计算菌落的计数技术中，应建立针对各种情况的过程，如：
	B.6.2　在使用计算菌落的计数中，应焦虑到平板上产生的菌落数。菌落数宜是能将其自身表示而不受邻近菌落影响的一个
	B.6.3　标准的平板计数惯例通常指定一块平板上的菌落数量的下限。该限值根据多种稀释液的可获得性确定。该限值不一
	B.6.4　应评估不同技术人员所得出结果之间的差异。标准方法9215异养平板计数中举例说明了不同技术人员之间结果
	B.6.5　纤维的存在可能会影响离散菌落的形成，致使计数困难。
	B.6.6　如果存在涂抹的微生物，使用倾注在试验平板上的琼脂可以提供一个在培养后更易计数的试验结果。
	B.6.7　对于自动技术方法，宜根据ISO/IEC 17025对系统进行确认。
	B.6.8　如果运用了多种试验条件（例如一个平板上计算喜氧微生物，在另一个平板上计算细菌），且没有发现菌落，那么

	B.7　检测微生物的其它技术
	B.8　监控影响生物负载测定的物质释出
	B.8.1　监控的目的是为了研究从产品释放到悬液中的物质对脆弱的微生物生存能力的影响。这也是根据6.1.2.3评
	B.8.2　选用的每一灭菌产品，都应能按照常规使用的微生物采集技术进行操作。若采集技术使用洗脱液，可按照B.8.
	B.8.3　洗脱液应不抑制由产品上采集的微生物的生长。
	B.8.4　如果产品是直接放入到培养基中（例如在MPN估计中，参见B.3.3），可以使用药典中描述的适宜试验。试

	B.9　监测物理力的不利影响

	附　录　C（供参考）生物负载回收率验证
	C.1　综述
	C.1.1　验证前
	C.1.2　用于生物负载回收效率目的的产品分组
	C.1.3　样品量
	C.1.3.1　应选择要确定生物负载回收效率的产品或其部件的数量。
	C.1.3.2　常见的方法是使用三到十个产品进行回收验证测试。样品量应主要基于进行测试的目的（例如，支持辐射灭菌剂量

	C.1.4　生物负载回收效率方法选择指导原则
	C.1.4.1　执行生物负载回收效率以建立生物负载校正因子，该因子可应用于生物负载数据以解释在去除技术之后和/或未被
	C.1.4.2　选择生物负载回收效率方法（即重复回收与接种产品）的主要决定因素是天然存在的产品生物负载的水平。 通常
	C.1.4.3　
	C.1.4.4　如果在单独的容器中测试产品和/或使用不同的技术测试不同的部件，则具有不同类型的组件（例如，试剂盒，粉
	C.1.4.5　如果生物负载较低，并且如果需要更大样品量的测试产品，则可以将多种产品一起作为合并样品进行测试。 在这
	对合并产品进行测试的生物负载回收效率结果可能是合并产品数量所特有的。 如果合并的产品数量发生变化，则


	C.2　使用重复回收进行验证
	C.2.1　综述
	C.2.1.1　该方法的基本原则是应重复生物负载测定方法，直至所回收的微生物数量显着减少。 每次重复后，从产品或产品
	所应用的确切重复次数取决于许多因素，包括产品的性质，构成生物负载的微生物和初始污染水平。 可以使用初
	C.2.1.2　在初始应用去除方法后计数的菌落数表示为来自所有重复的菌落总数的一部分（即生物负载回收效率）。
	C.2.1.3　使用需氧菌计数进行重复回收已经成为行业标准。 需氧菌计数通常构成医疗产品上的大部分微生物，因此，它是

	C.2.2　用于说明生物负载校正因子的计算的示例
	C.2.2.1　在这个例子中，通过重复处理进行验证的一组数据显示在表C.2中。该例子中的数据涉及十种重复的医疗产品，
	C.2.2.2　根据表C.2中的数据，移除的比例可以如表C.3所示计算。
	C.2.2.3　过首次处理的平均回收率和适当的修约，生物负载回收效率的生物负载校正因子的公式（C.1）所示：


	C.3　产品接种法
	C.3.1　使用接种产品进行验证
	C.3.1.1　可以通过接种已知数量的选定微生物至产品中，以确定生物负载回收效率。微生物可以是营养细胞，但最常见的方
	C.3.1.2　应制备用于接种产品的微生物悬液，并测定其活菌计数。
	C.3.1.3　初步实验可能需要建立适当的稀释度。通常，将已知水平的活微生物附着在产品上是合适的，这将在平板计数步骤
	C.3.1.4　应选择一些需要测定生物负载回收效率的产品或其部分。应根据具体情况考虑是否需要无菌产品。每个产品接种一
	C.3.1.5　使用规定的生物负载测定方法评估从产品中移出的接种微生物数量。
	C.3.1.6　移出的微生物数量表示为接种到产品上的数量的一部分。可计算各产品的该分数，并用于建立生物负载回收效率。

	C.3.2　使用产品接种计算生物负载校正因子的示例
	C.3.2.1　在这个例子中，表C.4列出了一组用于接种回收验证的数据。这些数据涉及三个重复产品项目。
	C.3.2.2　因为首次实验表明产品生物负载水平非常低，验证时，选择了产品接种方法。 
	C.3.2.3　制备萎缩芽孢杆菌（以前称为枯草芽孢杆菌黑色变种）的水悬浮液，并测定了悬浮液的活菌数。
	C.3.2.4　制备悬浮液的稀释液，使得0,1 ml溶液中含有平均100个孢子。每个装置接种0,1ml这种稀释的悬浮
	C.3.2.5　使用选择的移出技术操作接种的产品，移出孢子的平均数量为76，其范围从68至83。
	C.3.2.6　生物负载回收效率的生物负载校正因子，包括适当的修约，将按照公式（C.3）所示：

	C.3.3　举例说明比较两种生物负载回收效率方法
	C.3.3.1　在本例中，表C.5列出了两组用于恢复验证的数据。 公司根据风险建立了生物负载回收效率的内部可接受标准
	C.3.3.2　修改原始技术后，生物负载回收效率确实提高并符合既定标准。 生物负载数据的目的和所需的准确度将影响是否


	C.4　复杂产品检验的生物负载回收效率
	C.4.1　在表C.6所示的例子中，需要多种回收方法来估计复杂产品的生物负载水平。 这个例子展示了如何将两种不同
	C.4.2　在测试组织和生物制品时，可以从AAMI TIR37获得额外的指导。 随着时间的推移预期分解的产品（例

	C.5　生物负载校正因子的数据分析与应用
	C.5.1　由于设计、物料、产品配置、生产工艺等方面的差异，本文件不要求获得特定的生物负载回收效率结果。但是，如
	C.5.2　在计算生物负载回收效率时，无需应用检测限
	C.5.3　回顾生物负载回收率结果，适用于所有值求整保留小数位数一位。
	C.5.4　生物负载纠正因子通过生物负载平均值乘以纠正因子应用于生物负载数值。当生物负载纠正因子应用于结果被称作
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