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1 基本情况 

 

初始污染菌数量表示医疗器械产品最终灭菌前的生物负载，用以检验医疗器械产品生产过程初

始污染菌控制效果以及最终产品组成部分的相关外购件（如：初包装等）微生物总数，证明灭菌前

产品微生物水平是否在确认的保证产品无菌的环氧乙烷灭菌工艺可控制接受范围内，保证医疗器械

产品的热原和细菌内毒素生物指标满足产品技术要求，所以确定医疗器械产品初始污染菌洗脱培养

计数检验方法的适宜性和准确性尤为重要。 

基于YY/T 0287-2017《医疗器械 质量管理体系用于法规的要求》“6.4.2 污染控制”、“7.5.2

产品的清洁”对医疗器械生产、储存、灭菌前过程产品清洁或污染控制要求，以及《医疗器械生

产质量管理规范附录无菌医疗器械》第“2.5.3”和“2.7.4”条规定的医疗器械和原材料初始污染

菌控制要求，必须对医疗器械产品原材料、待灭菌产品的初始污染菌进行检验和管控，为保证一次

性使用输液器（带针）、一次性使用袋式输液器（带针）、一次性使用精密过滤输液器（带针）、一次

性使用自动截流输液器（带针）、一次性使用无菌注射器（带针）、一次性使用无菌溶药注射器（带

针）、一次性使用静脉输液针、一次性使用无菌注射针、一次性使用静脉采血针、一次性使用无菌

阴道扩张器、一次性使用预引式气管导管异型套件、三腔胃管产品及产品原材料（包含产品初包装、

橡胶活塞、注射针、输液针、针管、精密药液过滤器、乳胶帽、硅胶垫）的初始污染菌洗脱检验方

法的正确适宜性和微生物培养计数准确性，确定用于补偿无法从医疗器械产品和原材料中完全采集

培养计数微生物数值的修正系数，现制定产品和原材料初始污染菌计数法验证方案。 

 

2 验证目的 

 

将确定数量微生物接种到经灭菌处理的原材料、医疗器械产品外表面和（或）内腔，形成人

工生物负载，依据原材料和医疗器械产品的结构特点，在袋蠕动、震摇、冲洗、搅拌、碎裂等微

生物采集方法中，选择能充分收集原材料和医疗器械产品外表面和（或）内腔微生物，且对原材

料和医疗器械产品不产生降解、溶出等分解化学反应的适宜的采集方法，对接种于原材料、医疗

器械产品外表面和（或）内腔的微生物进行采集，通过采集液薄膜过滤，对滤膜进行培养，点计

原材料、医疗器械产品外表面和（或）内腔收集的微生物数量，同时分别对原材料、医疗器械产

品的微生物采集、微生物培养、微生物计数法完整检验方法的适宜性和准确性进行验证，汇总验

证过程记录数据计算并确定原材料、医疗器械产品外表面和（或）内腔初始污染菌回收修正系

数，为制定原材料、医疗器械产品初始污染菌采集培养计数方法提供正确依据。 

 

3 验证方案编制依据 
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《医疗器械生产质量管理规范附录无菌医疗器械（2014 年）》 

YY 0033-2000《无菌医疗器具生产管理规范》     

YY/T 0287-2017《医疗器械 质量管理体系用于法规的要求》         

GB/T 16294-2010 《医药工业洁净室（区）沉降菌的测试方法》 

GB/T 14233.2-2005《医用输液、输血、注射器具检验方法 第 2部分：生物学试验方法》 

GB/T 19973.1-2015《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测定》 

GB/T 16886.1-2011 《医疗器械生物学评价 第 1部分：风险管理过程中的评价与试验》 

《中国药典》2015 版第三部微生物检查法 

WWW/JYGF-HJ-2015《工艺环境检验规范》  

WWWTY-BJT-37-2016《洁净生物检验区级别分布图》 

WWWTY-BJT-40-2016《洁净生物检验区温湿度压差计分布图》 

WWWTY-BJT-41-2016《洁净生物检验区悬浮粒子沉降菌测试布点图》 

WWW/JYGF-CPWJ-2017《成品无菌检验规范》 

WWW/JYGF-JH-2018《进货物料检验规范》 

 

4 验证小组 

 

4.1 验证小组组成 

验证小组由小组负责人、组长及技术部、质管部、生产部相关验证人员组成。 

4.2 验证人员资质要求 

4.2.1 参加验证人员要有从事医疗器械生产、质量检验、产品研发 2年以上工作经历；能独立完

成所负责验证的工作，准确判断验证结果，并对验证结果负责。 

4.2.2 负责人和组长应熟悉医疗器械质理管理体系法规要求，熟悉微生物检验室洁净环境要求、

监测方法和操作步骤，了解无菌检验方法、操作要求、结果评价，了解标准要求限定的医

疗器械初始污染菌单位含量，了解医疗器械产品标准要求的微生物检验方法、操作要求、

结果评价，熟悉医疗器械环氧乙烷灭菌过程工艺及常规控制方面知识，熟悉医疗器械微生

物回收修正系数的计算和结果评价，有 3 年以上医疗器械生产企业工作经历，具有一定的

组织、协调和沟通能力，能正确指导小组成员完成实施验证工作； 

4.2.3 验证人员应熟悉微生物检验室洁净环境要求、医疗器械初始污染菌要求、医疗器械微生物

检验方法和操作要求方面知识； 

4.2.4 微生物检验人员应取得省级以上医疗器械检验机构培训合格证书， 具备微生物学或无菌
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检验技术相近专业知识的教育背景；熟练掌握医疗器械产品微生物检验设备操作、微生物

检验方法等技术，如无菌检验操作、微生物采集、培养基制备、消毒、灭菌、注平板、菌

落计数、菌种的转种、传代和保藏、微生物检查等操作方法和鉴定基本技术。 

4.2.5 微生物检验室环境监测人员应明确微生物检验室万级洁净环境、百级无菌操作台环境要求，

应熟练掌握微生物检验室洁净环境监测操作方法。 

4.2.6 医疗器械环氧乙烷灭菌操作人员应熟悉灭菌程序、灭菌工艺、灭菌过程常规控制、灭菌操

作和注意事项。 

4.3 验证小组成员职责 

4.3.1 验证小组负责人 

负责验证方案审批，验证过程监控，验证报告的审批。 

4.3.2 验证小组组长 

组织起草、审核验证方案，组织实施相关培训，组织实施验证方案，完成验证报告。 

4.3.3 技术部 

制定医疗器械产品和原材料初始污染菌计数法验证计划和验证方案，明确验证项目、验证方

法、确认依据和要求，对验证工作提供技术性指导，收集验证资料，会签验证报告。依据验证结

论起草编制医疗器械产品和原材料微生物的采集、培养、计数的操作指导性文件，制定医疗器械

产品和原材料的微生物回收修正系数、计算方法。  

4.3.4 质管部 

参与验证方案制定，对医疗器械产品和原材料微生物采集、培养、计数等检验仪器设备校准

或检定有效性进行确认，负责产品和原材料微生物采集、培养、计数用仪器设备消毒或灭菌，监

测微生物检验室洁净环境、组织微生物检验操作人员按照验证计划和验证方案规定方法实施验证，

负责标准生物指示物培养、传代接种、计数评价，负责产品和原材料微生物采集、培养、检验、

计数和最终评价，审核医疗器械产品和原材料微生物检验数据、检验结果，出具检验报告。 

4.3.5 生产部 

参与验证方案制定，组织和指导环氧乙烷灭菌操作人员实施验证，并做好验证记录。  

 

5 验证方案 

 

5.1 验证小组成员资格确认 

1、确认目的：确保参与产品和原材料初始污染菌计数法验证工作的人员资格满足规定要求。 

2、确认要求：医疗器械产品和原材料初始污染菌计数法验证小组组成、验证人员的资格和验证

职责应能满足验证方案第4章验证小组规定要求，所有参与验证人员的工作履历、
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资质、培训、考核内容和结果均应记录归档。 

3、确认依据：产品和原材料初始污染菌计数法验证方案。 

4、确认项目：验证小组及成员应熟悉： 

①医疗器械质理管理体系法规，②医疗器械生产质量管理规范，③《中国药典》

规定的微生物检验方法、操作要求、结果评价，④微生物检验室洁净环境要求、

检测方法、操作步骤，⑤医疗器械产品和原材料初始污染菌数量限定要求，⑥医

疗器械微生物检验方法、操作要求、结果评价，⑦医疗器械环氧乙烷灭菌过程工

艺及常规控制，⑧产品和原材料初始污染菌回收修正系数计算、结果评价。 

5、确认方法：核对验证人员工作所属部门，收集验证小组成员的培训记录、资质证明、工作履

历等证明资料，审核验证人员是否熟悉确认项目内容，是否熟练掌握确认项目规

定的检验方法或操作技术，依据收集资料、审核记录数据判定验证小组成员是否

能够满足验证方案第 5章验证小组详细规定要求。 

6、验证实施：验证小组成员资格验证由技术部、质管部相关验证人员对验证小组成员的培训记

录、资质证明、工作履历等相关证明资料进行收集或记录，汇总验证过程收集资

料和记录数据，判定验证小组成员能否满足验证方案第 4章验证小组规定资质和

职责要求。 

 

5.2 检验仪器设备确认 

1、确认目的：确保产品和原材料初始污染菌计数法验证过程数据和结果的准确性。 

2、确认要求：用于医疗器械产品和原材料微生物检验的仪器设备类型、量程和精度等级应满足

验证方案编制依据的相关标准检验方法规定要求，用于无菌检验环境监测的检验

仪器设备类型、量程和精度等级应满足验证方案编制据的相关环境监测标准检验

方法规定要求，所有用于医疗器械产品和原材料微生物检验过程和无菌检验环境

计量监测使用的仪器设备应经过检定或校准，并在有效使用期内。 

3、确认依据：GB/T 16294-2010 《医药工业洁净室（区）沉降菌的测试方法》， 

GB/T 14233.2-2005《医用输液、输血、注射器具检验方法 第 2部分：生物学试验方法》， 

GB/T 19973.1-2015《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测定》， 

《中国药典》2015 版第三部微生物检查法，WWW/JYGF-CPWJ-2017《成品无菌检验规范》， 

检验仪器设备检定或校准证明文件。 

4、确认项目：检验仪器设备适用性，检验仪器设备数量正确性，检验仪器设备类型、量程和精

度，检验仪器设备有效使用期。 

5、确认方法：收集并记录医疗器械产品和原材料微生物制备、培养、负载、采集、计数等检验
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操作需要使用的仪器设备名称、用途类型、数量、量程和精度等级等数据，收集

并记录无菌检验环境监测使用的收集、核对和记录检验仪器设备的检定或校准、

使用有效期等证明资料，依据医疗器械微生物检验项目、检验方法相关标准规定

要求判定仪器设备是否适用，测量范围或精度是否满足微生物检验要求，数量是

否满足检验要求，是否经过检定或校准，是否符合使用有效期内。 

6、验证实施：由技术部、质管部相关验证人员按照规定的确认方法对医疗器械产品和原材料微

生物检验需要使用的仪器设备适用性、数量正确性、性能及精确度、有效使用期

进行验证，收集仪器设备规格型号、测量范围或精度、检定或校准、使用有效期

等相关证明资料，记录仪器设备名称、类型、数量、测量范围和精确度等级等指

标，汇总验证过程记录数据、证明资料，判定是否满足验证方案规定的确认要求。 

 

5.3 产品和原材料初始污染菌计数法验证方案编制依据文件确认 

1、确认目的：确保本次产品和原材料初始污染菌计数法验证方案编制依据的文件正确适用、完

整、有效。 

2、确认要求： 产品和原材料初始污染菌计数法验证方案编制依据文件应能够为编制验证方法、

试验方法、检验方法、确认要求作出正确指导，应能够为产品和原材料初始污染

菌计数法验证结果提供正确的判定依据，文件资料应完整正确、现行有效。 

3、确认依据：产品和原材料初始污染菌计数法验证方案。 

4、确认项目：产品和原材料初始污染菌计数法验证方案编制依据文件正确适用性、完整性、有

效性。 

5、确认方法：收集和记录产品和原材料初始污染菌计数法验证方案编制依据文件名称和版本号，

检查记录文件外观是否完整，核对和记录文件是否能够为产品和原材料初始污染

菌计数法验证方法、检验方法、确认要求作出正确指导，能否适用于产品和原材

料初始污染菌计数法验证结果的正确判定依据，文件内容是否正确完整，版本是

否现行有效，依据验证方案规定的确认要求对产品和原材料初始污染菌计数法验

证方案编制依据文件正确适用性、完整性、有效性作出判定。 

6、验证实施：由技术部、质管部相关验证人员按照规定的确认方法对产品和原材料初始污染菌

计数法验证方案编制依据文件资料的正确适用性、完整性、有效性进行验证，收

集和记录文件名称、版本号，检查文件外观，核对文件内容，汇总验证过程记录

数据，判定是否满足验证方案规定的确认要求。 

 

5.4 微生物培养基适用性确认 
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1、确认目的：确保用于产品和原材料微生物回收计数培养基的无菌性和灵敏度满足规定要求。 

2、确认要求：用于产品和原材料微生物回收计数的培养基应无菌生长，①被检固体培养基上的

菌落平均数与对照培养基上的菌落平均数的比值应在 0.5～2 范围内，且菌落形

态大小应与对照培养基上的菌落一致；②被检液体培养基管与对照培养基管比较，

试验菌应生长良好。 

备注：本检查可在供试品的无菌检查前或与供试品的无菌检查同时进行。 

3、确认依据：《中国药典》2015 版第三部微生物检查法，GB 19973.1-2015《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测定》。 

4、确认项目：产品和原材料微生物回收计数培养基的无菌性和灵敏度。 

5、确认方法：形成产品和原材料的人工生物负载选择耐受高温、对环境要求不高、易生长的金

黄色葡萄球菌，计数培养基为胰酪大豆胨液体培养基和胰酪大豆胨琼脂培养基。 

㈠按照胰酪大豆胨培养基使用说明和要求制备培养基，并进行无菌性能检查： 

按照培养基使用说明的规定用量称取每批次的胰酪大豆胨培养基，加入蒸馏

水，搅拌加热煮沸至完全溶解，分装至玻璃试管或三角烧瓶中，每支装量 30ml，

根据培养基使用要求规定的灭菌方法进行培养基灭菌，用 1N 盐酸或 1N 的 NaOH

调节培养基 25℃pH 值至 7.3±0.2，随机抽取 6支，于 20℃～25℃环境下培养 14

天，应无菌生长；  

㈡按照以下方法操作，接种金黄色葡萄球菌至培养基，进行培养基适用性检查。 

⑴菌悬液制备： 

①取冻干菌种管，在无菌操作下打开，以毛细吸管加入适量胰酪大豆胨液体培

养基，轻柔吹吸数次，使金黄色葡萄球菌融化分散。取含 5.0ml～10.0ml 胰酪

大豆胨液体培养基试管，滴入少许菌种悬液，置 30℃～35℃培养 18h～24h。用

接种环取第 1 代培养的菌悬液，划线接种于营养琼脂培养基平板上，于 30℃～

35℃培养 18h～24h。挑取上述第 2代培养物中典型菌落，接种于营养琼脂斜面，

于 30℃～35℃培养 18h～24h，即为第 3代培养物。 

②取菌种第 3代的营养琼脂培养基斜面新鲜培养物，用 5.0ml 吸管吸取 3.0ml～

5.0ml0.9%NaCl 稀释液加入斜面试管内，反复吹吸，洗下菌苔。随后，用 5.0ml

吸管将洗液移至另一无菌试管中，用电动混合器混合（振荡）20s，使细菌悬浮

均匀。 

③初步制成的菌悬液，先用浊度计粗测其含菌浓度，然后用稀释液稀释至含菌

量约为 50cfu/ml～100cfu/ml 的浓度，菌悬液制备操作方法如下： 

a、从冰箱取第 3 代菌种的营养琼脂培养基斜面新鲜培养物（18h～24h）至无
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菌超净工作台，点燃酒精灯，左手握住菌种管和装有 10ml 无菌 0.9%NaCl

溶液接种管斜面，将管口靠近火焰上旋转烧灼后，右手用无名指、小指及

掌部夹住管塞，再轻轻拔出管塞，将接种管 5ml～6ml 无菌氯化钠溶液倒入

菌种管内，将管口和管塞底部靠近火焰上旋转烧灼后，将管塞堵住菌种管

和接种管。 

b、右手拿接种棒后端，将接种环烧红待冷却，随后将接种棒金属部分在火焰

上烧烤，往返通过 3 次，右手用无名指、小指及掌部夹住菌种管和接种管

塞，左手将管口在火焰上旋转烧灼，右手再轻轻拔开管塞，将接种环伸入

管内，先在近壁的琼脂斜面上靠一下，稍冷却再移至菌苔上，刮取少量菌

苔，随即取出接种棒，并将菌种管口移至火焰旁，堵住管塞，左手轻摇菌

种管，使刮下的菌苔摇晃均匀。 

c、将菌种管和接种管口靠近火焰上旋转烧灼后，右手用无名指、小指及掌部

夹住管塞，再轻轻拔出管塞，将菌种管内的菌苔氯化钠溶液全部倒入接种

管内，将管口和管塞底部靠近火焰上旋转烧灼后，将管塞堵住菌种管和接

种管，初步制成菌悬母液。 

d、将试管按需要数量分组排列于试管架上，每管加入 9ml 无菌 0.9%NaCl 溶

液。由左向右，逐管标注 10-1、10-2、10-3……10-10。 

e、再将菌悬母液样本用电动混合器混合（振荡）20s，吸取 1ml 菌悬母液加至

10-1试管内；将 10-1管依前法用电动混合器混合（振荡）20s，吸取 1ml 稀

释度 10-1菌悬液加入 10-2试管内；如此类推，直至最后一管。 

f、用无菌 1ml 吸管吸取其中一个或两个稀释度混合均匀的菌悬液 1ml 至无菌

平皿中，每个稀释度做 5 个平皿菌悬液浓度检验，汇总菌悬液含菌量，计

算菌悬液浓度。 

④进行阴性对照试验应无菌生长，确保试验条件符合要求。 

⑤细菌悬液应保存在 2℃～8℃冰箱内 24h 内使用。 

⑥怀疑有污染时，应以菌落形态、革兰染色与生化试验等法进行鉴定。 

⑵培养基接种、培养： 

接种 1ml 小于 lOOcfu/ml 的金黄色葡萄球菌悬液至 9ml 胰酪大豆胨液体培

养基管、15ml 胰酪大豆胨琼脂培养基平皿，平行制备 5 管、5 个平皿，放置温

度 30℃～35℃培养时间 72h，同时用对照培养基替代被检培养基进行上述试验。 

⑶菌落计数： 

对胰酪大豆胨琼脂培养基和对照培养基上的金黄色葡萄球菌落数计数，并
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计算被检培养基菌落平均值与对照培养基菌落平均数的比值，检查被检液体培

养基管与对照培养基管金黄色葡萄球菌生长情况。  

6、试验注意事项： 

①严格按照无菌要求操作，防止污染。 

②菌悬液分布在产品上，宜包括最难取下的自然污染物的部位。 

③认真检查试验器材有无破损（要特别注意试管底的裂痕和破洞），以防丢失样本和污染环境。 

④注意菌液的均匀分散。 

⑤稀释或取液时要准确，尽量减少吸管使用中产生的误差。 

⑥每吸取一个稀释度样液，必须更换一支吸管，以减少误差。 

⑦样液接种于平皿后应尽快倾注营养琼脂培养基，避免样液干燥于平皿上，影响结果准确性。 

⑧倾注琼脂培养基温度不得＞45℃，以防损伤细菌。倾注和摇动时，动作应尽量平稳，以利

细菌分散均匀，便于计数菌落。勿使培养基外溢，以免影响结果的准确性和造成环境污染。 

⑨为提高试验成功率，先用浊度计对原菌液含菌量做出估计，尽可能在首次试验时所取的有

限稀释范围内，即有长菌在 50cfu～100cfu 之间的平板。 

⑩结果计算时，必须弄清供试液稀释倍数，以免计算错误。 

7、验证实施：由技术部、质管部相关验证人员按照规定的确认方法对微生物培养基适用性进行

验证，记录微生物检验数据，收集汇总验证过程记录数据，判定微生物培养基无

菌性和灵敏度是否满足验证方案规定的确认要求。 

 

5.5 微生物检验室洁净环境确认 

1、确认目的：保证产品和原材料微生物检验准确性的微生物检验室洁净环境符合规定要求。 

2、确认要求：产品和原材料微生物检验操作过程中，对微生物检验室洁净环境进行实时监测，

要求如下： 

①温度应控制在 18℃～28℃之间，湿度应控制在 45%～65%之间； 

②洁净区与非洁净区之间压差不小于 10Pa；不同级别洁净区之间的压差不小于

10Pa；  

③沉降菌：百级洁净室每皿菌落数≤1 个，万级洁净室每皿菌落数≤3 个，十万

级室每皿菌落数≤10 个，三十万级洁净室每皿菌落数≤15 个。  

3、确认依据：YY 0033-2000《无菌医疗器具生产管理规范》， 

             GB/T 16294-2010 《医药工业洁净室（区）沉降菌的测试方法》 

             WWW/JYGF-HJ-2015《工艺环境检验规范》， 

             WWWTY-BJT-37-2016《洁净生物检验区级别分布图》， 
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             WWWTY-BJT-40-2016《洁净生物检验区温湿度压差计分布图》， 

             WWWTY-BJT-41-2016《洁净生物检验区悬浮粒子沉降菌测试布点图》。 

4、确认项目：微生物检验室环境温度、微生物检验室环境湿度、微生物检验室不同级别洁净区

之间压差、微生物检验室环境沉降菌。 

5、确认方法：在对产品和原材料进行微生物检验操作过程中，洁净环境监测人员按照如下操作

方法每间隔 30 分钟分别对微生物检验室环境温湿度、沉降菌、不同级别洁净区

压差进行实时监测： 

①温湿度：洁净室空调系统正常运行 30min 以上，按照测试布点图到各监测点，

观察现场对悬挂的温湿度计，记录洁净室环境的温湿度。 

②压差：洁净室空调系统正常运行 30min 以上，按照测试布点图到各监测点，观

察现场对悬挂的压差计，记录不同级别洁净室之间的大气压差。 

③沉降菌：按照洁净室沉降菌测试布点图指定放置点，放置约 20ml 胰蛋白胨大

豆琼脂培养基的直径为90mm培养皿，打开培养皿盖，使培养基表面暴露30min，

再将培养皿盖盖上后倒置，全部采样结束后，将培养皿倒置于恒温培养箱中，

在温度 30℃～35℃环境下培养 48h，取同批培养皿 3 只作阴性对照。胰蛋白胨

大豆琼脂培养皿盖取下放置时应将凹面朝下。用矫正或正常视力标记计数，然

后用 5～10 倍放大镜复查，有无遗漏，若培养皿上有 2个或 2个以上的可分辨

的菌落重叠，仍以 2个或 2个以上的菌落计数，计数时一般用透射光于培养皿

背面或正面仔细观察，不要漏计培养皿边缘生长的菌落，并必须注意细菌菌落

和培养基沉淀物的区别，必要时用显微镜鉴别。记录和汇总洁净室沉降菌检验

数据，按以下公式计算结果： 

洁净室平均菌落数（个/皿） =
洁净室培养皿内菌落总数（个）

培养皿总数（皿）
 

洁净环境监测人员汇总以上环境监测项目检验结果，汇总记录数据，依据验证方

案规定的确认要求，最终判定产品和原材微生物检验过程的微生物检验室洁净环

境温湿度、不同级别洁净室之间大气压差、沉降菌是否合格。 

6、验证实施：由质管部相关验证人员按照规定的确认方法对产品和原材料微生物检验过程的微

生物检验室洁净环境温度、湿度、不同级别洁净室之间压差、沉降菌进行监测，

收集微生物检验室洁净环境监测报告，汇总洁净环境监测数据，最终依据验证方

案规定的确认要求对产品和原材料微生物检验过程的微生物检验室洁净环境各

项监测项目作出判定。 
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5.6 产品和原材料无菌性能和环氧乙烷残留量确认 

1、确认目的：保证经过灭菌的医疗器械产品和原材料环氧乙烷残留量不足以抑制接种微生物的

生长，用于产品和原材料初始污染菌计数法验证需要使用的医疗器械产品和原材

料经过灭菌的无菌性能和环氧乙烷残留量满足规定要求。 

2、确认要求：将本次验证相关的医疗器械产品和原材料按照规定的环氧乙烷灭菌工艺灭菌后，

经过微生物无菌检验，应保证无菌生长；每套输液器类和气管导管异型套件产品

环氧乙烷残留量应不大于 0.5mg，注射器、扩张器和三腔胃管产品环氧乙烷残留

量应不大于 10μg/g，每支静脉采血针环氧乙烷残留量应不大于 0.1mg，原材料环

氧乙烷灭菌剂残留量应满足最终装配产品技术标准要求。 

3、确认依据：GB 19973.1-2015《医疗器械的灭菌-微生物学方法  第 1 部分 产品上微生物总

数的测定》，WWW/JYGF-CPWJ-2017《成品无菌检验规范》，WWW/JYGF-JH-2018《进

货物料检验规范》。 

4、确认项目：一次性使用输液器（带针）、一次性使用袋式输液器（带针）、一次性使用精密过

滤输液器（带针）、一次性使用自动截流输液器（带针）、一次性使用无菌注射器

（带针）、一次性使用无菌溶药注射器（带针）、一次性使用静脉输液针、一次性

使用无菌注射针、一次性使用静脉采血针、一次性使用无菌阴道扩张器、一次性

使用预引式气管导管异型套件、三腔胃管产品及产品原材料（包含产品初包装、橡

胶活塞、注射针、输液针、针管、精密药液过滤器、乳胶帽、硅胶垫）无菌性能和

环氧乙烷残留量。 

5、确认方法：采用确认的环氧乙烷灭菌工艺对医疗器械产品及原材料样品灭菌，经过解析后，

按照 WWW/JYGF-CPWJ-2017《成品无菌检验规范》和 WWW/JYGF-JH-2018《进货物料

检验规范》规定的微生物检验方法、环氧乙烷残留量气相色谱法检验灭菌后的医

疗器械产品及原材料样品的微生物和环氧乙烷残留量，最终依据记录的检验数据

判定医疗器械产品及原材料无菌性能和环氧乙烷残留量是否满足规定要求。 

6、验证实施：由生产部、技术部、质管部相关验证人员按照规定的确认方法对医疗器械产品和

原材料样品进行环氧乙烷灭菌、微生物无菌检验、环氧乙烷残留量检验，收集医

疗器械产品和原材料微生物检验和环氧乙烷残留量检验报告，汇总检验数据和结

果，判定医疗器械产品和原材料的无菌性能和环氧乙烷残留量是否满足规定要求。 

 

5.7 产品和原材料微生物采集培养计数方法确认 

1、确认目的：证实医疗器械产品和原材料（包含产品初包装、橡胶活塞、注射针、输液针、针

管、精密药液过滤器、乳胶帽、硅胶垫）微生物检验结果满足微生物检验标准规
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定要求的微生物采集培养计数方法。 

2、确认要求：使用规定医疗器械产品和原材料微生物取样采集计数方法进行医疗器械产品和原

材料内腔和（或）外表面的微生物收集、培养、点计，试验组菌落数减去供试品

对照组菌落数的值与菌悬液对照组菌落数的比值应在 0.5～2 范围内。 

3、确认依据：《中国药典》2015 版第三部微生物检验方法， 

GB/T 14233.2-2015《医用输液、输血、注射器具检验方法 第 2 部分：生物学试验方法》， 

GB/T 19973.1-2015《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测定》。 

4、确认项目：一次性使用输液器（带针）、一次性使用袋式输液器（带针）、一次性使用精密过

滤输液器（带针）、一次性使用自动截流输液器（带针）、一次性使用无菌注射器

（带针）、一次性使用无菌溶药注射器（带针）、一次性使用静脉输液针、一次性

使用无菌注射针、一次性使用静脉采血针、一次性使用无菌阴道扩张器、一次性

使用预引式气管导管异型套件、三腔胃管医疗器械产品及产品原材料（包含产品

初包装、橡胶活塞、注射针、输液针、针管、精密药液过滤器、乳胶帽、硅胶垫）

微生物采集培养计数方法适用性、微生物采集回收修正系数。 

5、医疗器械人工生物负载位置和操作方法： 

⑴根据医疗器械产品用途类型、产品结构、组成部件、材料类型，以及医疗器械

产品与药液或人体接触部位，将医疗器械产品分为外部接触、管道内腔接触、非

管道接触三类，规定医疗器械产品的人工微生物负载部位如下： 

①输液器类：产品外部人工微生物负载部位为输液器组件表面，产品内腔人工

微生物负载部位为输液器管道内腔。 

②注射器类：产品外部人工微生物负载部位为注射器外套表面，产品内腔人工

微生物负载部位为注射器外套内腔。 

③静脉输液针和静脉采血针：产品外部人工微生物负载部位为静脉输液针和静

脉采血针表面，产品内腔人工微生物负载部位为静脉输液针和静脉采血针药

液流经软管的内腔。 

④注射针/扩张器/气管导管异型套件/三腔胃管：人工生物负载部位为产品表面。 

⑵在 100 级洁净环境下，将无菌性能、环氧乙烷残留量满足产品技术要求的医疗

器械产品放置于无菌工作台内，接种 1ml 或 0.5ml 不小于 50cfu 的金黄色葡萄球

菌悬液至规定人工负载位置，在 100 级洁净环境下自然干燥。 

6、原材料人工生物负载位置和操作方法： 

⑴根据产品原材料在医疗器械产品结构的位置，以及原材料的外表/内腔直接与

产品、药液或人体接触的部位，规定原材料人工生物负载部位如下： 
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原材料名称 直接与药物或人体接触部位分析描述 人工生物负载部位 

产品初包装 初包装内表面直接与医疗器械产品接触。 初包装内表面 

橡胶活塞 橡胶活塞外表面直接与注射器药液接触。 活塞外表面 

注射针 注射针直接与药液、人体接触。 注射针外表面 

输液针 输液针直接与药液、人体接触。 输液针外表面 

针管 针管直接与药液、人体接触。 针管外表面 

精密药液过滤器 过滤器内腔直接与药液接触。 过滤器内腔 

乳胶帽 乳胶帽内腔直接与输液器药液管路连接。 乳胶帽内腔 

硅胶垫 硅胶垫外表面直接与输注药液接触。 硅胶垫外表面 

⑵考虑到产品原材料类型差异，表面积大小不同，尤其是在对表面积小的原材料

进行人工生物负载操作时，极易出现菌悬液溢流、微生物丢失现象，为保证原材

料外表面或内腔人工生物负载完整性，规定在 100 级洁净环境下，将无菌性能、

环氧乙烷残留量满足医疗器械产品技术要求的产品原材料置于无菌工作台内，按

照原材料类型和表面积大小差异制定不同的人工生物负载操作方法如下： 

①初包装、精密药液过滤器：接种 1ml 或 0.5ml 不小于 50cfu 金黄色葡萄球菌

悬液至每个初包装、精密药液过滤器规定人工生物负载部位，在 100 级洁净

环境下自然干燥。 

②橡胶活塞、硅胶垫、乳胶帽：按照每组 5个原材料数量单位接种 1ml 或 0.5ml

不小于 50cfu 金黄色葡萄球菌悬液至规定人工生物负载部位，在 100 级洁净

环境下自然干燥。 

③注射针、输液针、针管：按照每组 10 个原材料数量单位接种 1ml 或 0.5ml 不

小于 50cfu 金黄色葡萄球菌悬液至规定人工生物负载部位，在 100 级洁净环

境下自然干燥。 

7、试验样品数量：按照医疗器械产品和原材料类型规定试验样品数量如下：  

⑴医疗器械产品：收集 10 个医疗器械产品人工生物负载样品进行微生物回收计

数方法适用性平行试验。 

⑵原材料：  

①初包装、精密药液过滤器：分别收集 10 个初包装、精密药液过滤器人工生物

负载样品进行微生物回收计数方法适用性平行试验。 

②橡胶活塞、硅胶垫、乳胶帽、注射针、输液针、针管：分别收集 10 组原材料

人工生物负载样品进行微生物回收计数方法适用性平行试验。 

8、供试液制备：洗脱液用 pH7.0 的无菌 0.9%NaCl，将接种菌悬液且自然干燥的医疗器械产品
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和原材料按照下列规定冲洗、洗脱、搅拌方法操作，收集洗脱液作为供试液。供

试液制备在 10000 级环境中进行。 

①输液器： 

a、产品外表面：将产品管路终端用硫化硅橡胶封堵，装入无菌塑料包装袋或均

质袋中，加入洗脱液 100ml 密封，放置于振荡器中正反面各振荡 1min，解封

包装袋或均质袋，用无菌容器收集产品外表面洗脱液。 

b、产品内腔：先将产品的出液管路用夹具夹紧，按照 10ml/min 流速从产品的

入液端口注入洗脱液 50ml，再夹紧输液器的进液管路，放置于振荡器中正反

面各振荡 1min，最后取出输液器，松开出液管路夹具，用无菌容器收集产品

内腔洗脱液。 

②注射器： 

a、产品外表面：将产品装入无菌塑料包装袋或均质袋中，加入洗脱液 100ml 密

封，放置于振荡器中正反各振荡 1min，解封包装袋或均质袋，用无菌容器收

集产品外表面洗脱液。 

b、产品内腔：抽动注射器芯杆，向产品内腔注入注射器公称容量 1/2 的洗脱液

后装入注射器芯杆至最大行程位置，放置于振荡器中正反各振荡 1min，用无

菌容器收集产品内腔洗脱液。 

③静脉输液针和静脉采血针： 

a、产品外表面：将产品装入无菌塑料包装袋或均质袋中，加入洗脱液 50ml 密

封，放置于振荡器中正反各振荡 1min，解封包装袋或均质袋，用无菌容器收

集产品外表面洗脱液。 

b、产品内腔：用无菌容器收集按照 10ml/min 流速向产品内腔连续注入的 20ml

洗脱液，用无菌容器收集产品内腔洗脱液。 

④注射针/扩张器/气管导管异型套件/三腔胃管： 

  将产品装入无菌塑料包装袋或均质袋中，加入洗脱液 100ml 密封，放置于振荡

器中正反各振荡 1min，解封包装袋或均质袋，用无菌容器收集洗脱液。 

⑤原材料： 

a、产品初包装：加入洗脱液 10ml 密封，放置于振荡器中正反各振荡 1min，解

封包装袋，用无菌容器收集洗脱液。 

b、精密药液过滤器：按照 10ml/min 流速向过滤器内腔注入 10ml 洗脱液，用无

菌容器收集洗脱液。 

c、橡胶活塞、硅胶垫、乳胶帽、注射针、输液针、针管：将人工生物负载的每
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组原材料试验样品放置于 250ml 的具塞三角瓶内，加洗脱液 100ml，放置于

振荡器中振荡 1min。 

9、试验组制备：试验组取上述制备好的供试液，加入供试液体积 1%（菌落数量 1ml 或 0.5ml 不

小于 50cfu）的金黄色葡萄球菌悬液，混匀。 

10、供试品对照组制备：取上述制备好的供试液，以 pH7.0 的无菌 0.9%NaCl 代替菌悬液同试验

组操作。 

11、菌液对照组制备：取 pH7.0 的无菌 0.9%NaCl 替代供试液，按照试验组操作加入金黄色葡萄

球菌悬液进行微生物回收试验。 

12、微生物回收培养计数：依据《中国药典》2015 版第三部微生物检验方法，按照以下薄膜过

滤法进行微生物回收培养计数： 

①滤膜要求：滤膜孔径应不大于 0.45μm，直径为 50mm，滤器及滤膜使用前应灭

菌。使用过程中滤膜应完整。供试液经薄膜过滤后，若需要用冲洗液冲洗滤膜，

每张滤膜每次冲洗量 100ml。总冲洗量不得超过 1000ml,以避免滤膜上的微生

物受损伤。 

②将试验组、供试品对照组、菌液对照组混匀后分别经滤膜过滤，将滤膜菌面朝

上分别贴于胰酪大豆胨培养基平皿上，置 30℃～35℃培养 72h。 

③点计平皿细菌菌落数，菌落蔓延成片的平板不宜计数，报告总菌落数。 

④误差要求：规定试验样品数量的医疗器械产品和原材料回收菌落数间的误差率

不宜超过 10%。样品试验数量间误差率按以下公式计算。 

样品试验数量误差率 =
样品试验数量间菌落数平均差

样品试验数量间菌落平均数
× 100% 

13、阴性对照及要求：将同批未进行接种胰蛋白胨大豆琼脂平板在 30℃～35℃下培养 48h，作

为阴性对照，阴性对照平皿应无菌生长。 

14、试验组菌落数减去供试品对照组菌落数的值与菌悬液对照组菌落数的比值计算公式如下： 

试验组菌落数减去供试品对照组菌落数的值与菌悬液对照组菌落数的比值 =
试验组菌落数−供试品对照组菌落数

菌悬液对照组菌落数
 

15、在确认以上医疗器械产品和原材料微生物采集回收计数方法适用性验证结果满足验证方案

规定要求后，按照以下微生物采集回收修正系数计算公式，分别计算一次性使用输液器（带

针）、一次性使用袋式输液器（带针）、一次性使用精密过滤输液器（带针）、一次性使用自

动截流输液器（带针）、一次性使用无菌注射器（带针）、一次性使用无菌溶药注射器（带

针）、一次性使用静脉输液针、一次性使用无菌注射针、一次性使用静脉采血针、一次性使

用无菌阴道扩张器、一次性使用预引式气管导管异型套件、三腔胃管医疗器械产品及产品
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原材料（包含产品初包装、橡胶活塞、注射针、输液针、针管、精密药液过滤器、乳胶帽、

硅胶垫）微生物采集回收修正系数： 

微生物采集回收修正系数 =
菌悬液对照组菌落数

试验组菌落数−供试品对照组菌落数
 

16、试验注意事项： 

①严格按照无菌要求操作，防止污染。 

②菌悬液分布在产品上，宜包括最难取下的自然污染物的部位。 

③认真检查试验器材有无破损（要特别注意试管底的裂痕和破洞），以防丢失样本和污染环境。 

④注意菌液取液时要准确，菌液要均匀分散。 

⑤琼脂培养基温度不得＞45℃，以防损伤细菌。 

⑥若因供试品抗菌活性或溶解性较差的原因导致无法选择最低稀释级的供试液进行方法适用

性试验时，应采用适宜的方法对供试液进行进一步的处理。如果供试品对微生物生长的抑制

作用无法以其他方法消除，供试液可经过中和、稀释或薄膜过滤处理后再加入试验菌悬液进

行方法适应性试验。 

⑦供试液接种后进行微生物计数。若试验组菌落数减去供试品对照组菌落数的值小于菌液对照

组菌数值的 50%，可采用增加稀释液或培养基体积或者加入适宜的中和剂或灭活剂方法消除

供试品的抑菌活性。 

17、验证实施：由技术部、质管部相关验证人员按照规定的确认方法进行医疗器械产品和原材

料微生物采集回收培养计数方法验证，记录医疗器械产品和原材料微生物检验

数据，填写验证记录表单，汇总检验数据和结果，判定医疗器械产品和原材料

微生物采集回收培养计数方法是否满足微生物检验规定要求，计算确认微生物

采集回收培养计数方法适用性验证满足规定要求的医疗器械产品和原材料微

生物采集回收修正系数。 

 

6  验证记录和报告 

 

所有验证由验证小组编制相关验证记录，验证记录应包括附件“验证相关记录一览表”中规

定的记录项目。验证人员应按照审核批准的验证方案规定要求实施验证工作，提供真实准确的验

证数据，并实时填写验证记录，必要时验证记录中应注明验证的实施方法、验证内容、判定要求

和判定规则。本验证方案记录表单中需要附加的记录，验证后应将相关附加记录整理放置于对应

的表单后，以保证验证过程记录数据的完整。若附加记录较多，可在相关表单中注明该附加记录

的出处。 
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验证组长应审核验证记录，审批验证报告，验证记录和报告应有验证人员署名、有明确的验

证结论，验证过程应提供完整的验证实施过程记录数据、表单、报告和相关验证资料。  

验证完毕，验证组长应收集、整理所有验证实施过程记录数据、表单、报告和验证相关资料，

并归档管理。 

 

附件：验证相关表单一览表 
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附件：验证相关表单一览表 

验证内容 表单编号 

验证小组成员资格确认表 YZ.CSWRJJSF-01 

检验仪器设备确认表 YZ.CSWRJJSF-02 

产品和原材料初始污染菌计数法验证方案编制依据文件确认表 YZ.CSWRJJSF-03 

微生物培养基适用性确认表 YZ.CSWRJJSF-04 

微生物检验室洁净环境确认表 YZ.CSWRJJSF-05 

产品和原材料无菌性能和环氧乙烷残留量确认表 YZ.CSWRJJSF-06 

产品和原材料微生物采集培养计数方法确认表 YZ.CSWRJJSF-07 
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验证偏差情况处理确认表 YZ.CSWRJJSF-08 

 


