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初始污染菌实验方法验证方案 

1.概述： 

初始污染菌的数量可以反映出车间环境卫生的清洁度，与产品灭菌工艺、成品热

原及内毒素有直接关系，故而要对其检测方法进行验证，确认其有效性及检测准确性，

从而优化产品灭菌工艺及控制产品热原及内毒素，确保产品的安全性。 

2.目的： 

      通过实验验证检测方法的适用性及计数用培养基的适用性。 

3.职责与验证申请： 

3.1 质量管理部提供检测项目方案、接收标准、评价等级及相关实验。 

3.2 生产技术部负责按验证方案生产相关样品 

初始污染菌实验方法验证申请表 

 

4.依据： 

《中国药典》2015 版 

5.验证计划： 

5.1 实验操作人员确认； 

5.2 实验室实验设备及器材的确认； 

5.3 产品取样及方法确认。 

6.验证内容： 

6.1 菌种和菌液制备 

验证组 姓名 职务 单位 

黄燕 组长 质量管理部经理 

…………医疗器械股份有限公司 
龙章宏 组员 化验员 

苏俊 组员 化验员 

胡梓鹏 组员 化验员 

批                  准 

经研究：同意以上成员组成验证小组，按照此方案对本公司的产品的初始污染菌实验方

法进行验证。 

批准人：                                        年   月   日 



 

6.1.1 菌种 

    试验用菌株的传代次数不得超过5 代（从菌种保藏中心获得的干燥菌种为第0 代），

并采用适宜的菌种保藏技术进行保存，以保证试验菌株的生物学特性。 

6.1.2 菌液制备 

接种金色葡萄球菌、铜绿假胞菌、枯草芽孢杆菌的培养物至胰酪大豆胨液体培养基

中或胰酪大豆胨琼脂培养基上，30〜35℃培养 18〜24 小时；接种白色念珠菌的培养物至

沙氏葡萄糖液体培养基中或沙氏葡萄糖琼脂培养基上，20〜25℃培养 2-3 天，上述培养

后的新鲜培养物用 PH7.0 无菌化钠-蛋白胨缓冲液或 0.9%无菌化钠溶液制成每 lml 菌数

小于 100cfu(菌落形成）的菌悬液。接种黑曲霉的培养物至沙氏葡萄糖琼脂面培养基上，

20〜25℃培养 5〜7 天，加人 3〜5 ml 0.05%(ml/ml) 聚山梨酯 80 的 pH7.0 无菌化钠-蛋白

胨缓冲液或 0.9%无菌氯化钠溶液，将孢子洗脱。然后，采用适宜的方法吸出孢子悬液至

无菌试管内，用 0.05% (ml/ml)聚山梨醋 80 的 pH7.0 无菌化钠-蛋白胨缓冲液或 0.9%无

菌氯化钠溶液制成每 lml 孢子数量小于 100cfu 的孢子悬液。 

菌悬液若在室温下放置，应在 2小时内使用；若保存在 2〜8 ℃在 24h 内使用。黑

曲霉孢子悬液存在 2〜8℃，在验证过的贮存期内用。 

6.2 计数培养基适用性检查 

6.2.1 需氧菌的计数 

分别取 1ml 的金色葡萄球菌、铜绿假胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉各

菌悬液，接种至胰酪大豆胨液体培养基管或胰酪大豆胨琼脂培养基平板。金色葡萄球菌、

铜绿假胞菌、枯草芽孢杆菌在30-35℃，培养不超过3天；白色念珠菌、黑曲霉在20-25℃，

培养不超过 5 天。每一试验菌株平行制备 2 管或 2 个平皿。同时，用相应的对照培养

基替代被检培养基进行上述试验。 

6.2.2 霉菌和酵母菌的计数 

分别取 1ml 的白色念珠菌、黑曲霉各菌悬液，接种至沙氏葡萄糖琼脂培养基。在

20-25℃，培养不超过 5天。每一试验菌株平行制备 2 管或 2 个平皿。同时，用相应的

对照培养基替代被检培养基进行上述试验。 

6.2.2 结果判定 

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；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。 

6.2.3 试验结果见表 1 

6.3 计数方法验证 

6.3.1 供试液的制备： 

洗脱液用 0.9%的灭菌生理盐水，检品液制备在 10000 级环境中进行。 

6.3.2 接种和稀释 



 

按下列要求进行供试液的接种和稀释,制备微生物回收试验用供试液。所加菌液的

体积应不超过供试液体积的 1%。为确认供试品中的微生物能被充分检出，首先应选择最

低稀释级的供试液进行计数方法适用性试验。 

（1）试验组   取上述制备好的供试液，加入试验菌液，混匀，使每 1ml 供试液或

每张滤膜所滤过的供试液中含菌量不大于 100cfu。 

（2）供试品对照组   取制备好的供试液, 以稀释液代替菌液同试验组操作。 

（3）菌液对照组   取不含中和剂及灭活剂的相应稀释液替代供试液,按试验组操

作加入试验菌液并进行微生物回收试验。 

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。 

    6.3.3 抗菌活性的去除或灭活 

供试液接种后，按下列“微生物回收”规定的方法进行微生物计数。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%，可采用下述方法消除供

试品的抑菌活性。 

⑴ 增加稀释液或培养基体积。 

⑵ 加入适宜的中和剂或灭活剂。 

6.3.4  微生物的回收 

按照 6.2 的计数培养基所用的试验菌逐一进行微生物回收试验，回收试验采用平皿

法和薄膜过滤法。 

6.3.4.1 平皿法--倾注法 

取 6个直径 90mm 的无菌平皿。2个分别注入照上述“试验组”制备的供试液 1ml； 

2 个分别注入照上述“供试品对照组”制备的供试液 1ml；2 个分别注入照上述“菌

液对照组”制备的供试液 1ml。每个平皿注入 15～20ml 温度不超过 45℃熔化的胰酪大

豆胨琼脂或沙氏葡萄糖琼脂培养基，混匀，凝固，倒置培养。计算各试验组的平均菌落

数。 

6.3.4.2 平皿法试验结果见表 2 

6.3.4.3  薄膜过滤法 

薄膜过滤法所采用的滤膜孔径应不大于 0.45μm,直径一般为 50mm,若采用其他直

径的滤膜,冲洗量应进行相应的调整。选择滤膜材质时应保证供试品及其溶剂不影响微

生物的充分被截留。滤器及滤膜使用前应采用适宜的方法灭菌。使用时,应保证滤膜在

过滤前后的完整性。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

量一般为 100ml。总冲洗量不得超过 1000ml,以避免滤膜上的微生物受损伤。 

取照上述 “试验组”、“供试品对照组”和“菌液对照组”制备的供试液适量（一



 

般取相当于 1g、1ml 或 10cm2 的供试品, 若供试品中所含的菌数较多时，供试液可酌

情减量），加至适量的稀释液中,混匀,过滤。用适量的冲洗液冲洗滤膜。每株试验菌每

种培养基至少制备一张滤膜。 

若测定需氧菌总数，转移滤膜菌面朝上贴于胰酪大豆胨琼脂培养基平板上；若测定

霉菌和酵母总数，转移滤膜菌面朝上贴于沙氏葡萄糖琼脂培养基平板上。 

6.3.4.4 薄膜过滤法计数方法验证实验结果见表 3 
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1.目的： 

参照《中国药典》2015 版，通过实验验证检测方法的适用性及计数用培养基的适用

性，从而验证现在使用初始污染菌实验方法是否准确合格。 

2.概述： 

产品型号为 26 型：批号为：20150101 

3.测试方法及检验结果： 

3.1 实验设备及器材： 

该实验使用仪器及器具主要有：灭菌移液管及移液枪吸嘴、无菌小泵管、培养皿、

小型蠕动泵、薄膜过滤器、灭菌锅、百级工作台、生物安全柜、电子天平、电热恒温

培养箱、霉菌培养箱。 

设备名称 是否校量 是否在有效期内 结论 

灭菌锅 已校量 在有效期内 符合要求 

百级工作台 已校量 在有效期内 符合要求 

生物安全柜 已校量 在有效期内 符合要求 

电子天平 已校量 在有效期内 符合要求 

电热恒温培养箱 已校量 在有效期内 符合要求 

霉菌培养箱 已校量 在有效期内 符合要求 

确认人/日期：                          审核/日期： 

3.2 使用材料及菌种：胰酪大豆胨液体培养基、胰酪大豆胨琼脂培养基、沙氏葡萄

糖液体培养基、沙氏葡萄糖琼脂培养基、胰酪大豆胨琼脂培对照养基、沙氏葡萄糖琼脂

对照培养基、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉（菌

种购买单位均为微生物种质资源库）。 

3.3 菌液制备： 

接种金色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、枯草芽孢杆菌的培养物至胰酪大豆胨液体培养

基中或胰酪大豆胨琼脂培养基上，30〜35℃培养 18〜24 小时；接种白色念珠菌的培养物

至沙氏葡萄糖液体培养基中或沙氏葡萄糖琼脂培养基上，20〜25℃培养 2-3 天，上述培

养后的新鲜培养物用 PH7.0 无菌化钠-蛋白胨缓冲液或 0.9%无菌化钠溶液制成每 lml 菌

数小于 100cfu(菌落形成）的菌悬液。接种黑曲霉的培养物至沙氏葡萄糖琼脂面培养基



 

上，20〜25℃培养 5〜7 天，加人 3〜5 ml 0.05%(ml/ml) 聚山梨酯 80 的 pH7.0 无菌化钠-

蛋白胨缓冲液或 0.9%无菌氯化钠溶液，将孢子洗脱。然后，采用适宜的方法吸出孢子悬

液至无菌试管内，用0.05% (ml/ml)聚山梨醋80的pH7.0无菌化钠-蛋白胨缓冲液或0.9%

无菌氯化钠溶液制成每 lml 孢子数量小于 100cfu 的孢子悬液。 

菌悬液若在室温下放置，应在 2小时内使用；若保存在 2〜8 ℃在 24h 内使用。黑

曲霉孢子悬液存在 2〜8℃，在验证过的贮存期内用。 

3.4 培养基适用性检查 

3.4.1 需氧菌的计数 

分别取 1ml 的金色葡萄球菌、铜绿假胞菌、枯草芽孢杆菌、白色念珠菌、黑曲霉各

菌悬液，接种至胰酪大豆胨液体培养基管或胰酪大豆胨琼脂培养基平板。金色葡萄球菌、

铜绿假胞菌、枯草芽孢杆菌在30-35℃，培养不超过3天；白色念珠菌、黑曲霉在20-25℃，

培养不超过 5 天。每一试验菌株平行制备 2 管或 2 个平皿。同时，用相应的对照培养

基替代被检培养基进行上述试验。 

3.4.2 霉菌和酵母菌的计数 

分别取 1ml 的白色念珠菌、黑曲霉各菌悬液，接种至沙氏葡萄糖琼脂培养基。在

20-25℃，培养不超过 5天。每一试验菌株平行制备 2 管或 2 个平皿。同时，用相应的

对照培养基替代被检培养基进行上述试验。 

3.4.3 结果判定 

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；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。 

3.4.4 试验结果见表 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 1 



 

加入菌种 
培养 

条件 

培养基菌落数 cfu 结论 

胰酪大豆胨琼脂培

养基 

胰酪大豆胨琼脂对照

培养基 

胰酪大豆胨琼脂

培养基/胰酪大豆

胨琼脂对照培养

基 

 

铜绿假单胞菌 

33℃,48

小时 

    
 

菌落形

态大小于对

照培养基上

的菌落一致 

平均值   

金黄色葡萄球菌     
 

平均值   

枯草芽孢杆菌     
 

平均值   

白色念珠菌 

23℃,72

小时 

    
 

平均值   

黑曲霉     
 

平均值   

加入菌种 培养条件 

培养基菌落数 cfu 沙氏葡萄糖琼脂

培养基/沙氏葡萄

糖琼脂对照培养

基 

结论 沙氏葡萄糖琼脂培

养基 

沙氏葡萄糖琼脂对照

培养基 

白色念珠菌 

23℃,72

小时 

    
 菌落形

态大小于对

照培养基上

的菌落一致 

平均值   

黑曲霉    
 

平均值    

结论：从以上检测结果可知，上述批号的培养基适用性检查符合要求，可用于日常产品检测中的计数。 

 

      验证人/日期：                                                         审核/日期： 

 

3.5 计数方法验证 

3.5.1 供试液的制备： 

洗脱液用 0.9%的灭菌生理盐水，检品液制备在 10000 级环境中进行。 

3.5.2 接种和稀释 

按下列要求进行供试液的接种和稀释,制备微生物回收试验用供试液。所加菌液的

体积应不超过供试液体积的 1%。为确认供试品中的微生物能被充分检出，首先应选择最

低稀释级的供试液进行计数方法适用性试验。 

（1）试验组   取上述制备好的供试液，加入试验菌液，混匀，使每 1ml 供试液或

每张滤膜所滤过的供试液中含菌量不大于 100cfu。 

（2）供试品对照组   取制备好的供试液, 以稀释液代替菌液同试验组操作。 



 

（3）菌液对照组   取不含中和剂及灭活剂的相应稀释液替代供试液,按试验组操

作加入试验菌液并进行微生物回收试验。 

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。 

3.5.3 抗菌活性的去除或灭活 

供试液接种后，按下列“微生物回收”规定的方法进行微生物计数。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%，可采用下述方法消除供

试品的抑菌活性。 

⑴ 增加稀释液或培养基体积。 

⑵ 加入适宜的中和剂或灭活剂。 

3.5.4  微生物的回收 

按照 6.2 的计数培养基所用的试验菌逐一进行微生物回收试验，回收试验采用平皿

法和薄膜过滤法。 

3.5.4.1 平皿法--倾注法 

取 6个直径 90mm 的无菌平皿。2个分别注入照上述“试验组”制备的供试液 1ml； 

2 个分别注入照上述“供试品对照组”制备的供试液 1ml；2 个分别注入照上述“菌

液对照组”制备的供试液 1ml。每个平皿注入 15～20ml 温度不超过 45℃熔化的胰酪大

豆胨琼脂或沙氏葡萄糖琼脂培养基，混匀，凝固，倒置培养。 

3.5.4.2 平皿法试验结果见表 2 

表 2 

 
一次性包皮环切缝合器 

样品 1 

一次性包皮环切缝合器 

样品 1 

一次性包皮环切缝合器 

样品 1 

冲洗一次 26 30 25 

冲洗二次       0 4 2 

冲洗三次       0 0 0 

冲洗四次       0 0 0 

回收率     100% 88.3% 92.6% 

平均回收率 93.7% 

修正系数 1.07 

结论：以上产品各做三套平均回收率达 80%以上，一次回收率达到要求。正常试验中可

采用冲洗一次后*回收系数进行估算。 

试验人/日期：                                审核/日期 



 

 

3.5.4.3  薄膜过滤法 

薄膜过滤法所采用的滤膜孔径应不大于 0.45μm,直径一般为 50mm,若采用其他直

径的滤膜,冲洗量应进行相应的调整。选择滤膜材质时应保证供试品及其溶剂不影响微

生物的充分被截留。滤器及滤膜使用前应采用适宜的方法灭菌。使用时,应保证滤膜在

过滤前后的完整性。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

量一般为 100ml。总冲洗量不得超过 1000ml,以避免滤膜上的微生物受损伤。 

取照上述 “试验组”、“供试品对照组”和“菌液对照组”制备的供试液适量（一

般取相当于 1g、1ml 或 10cm2 的供试品, 若供试品中所含的菌数较多时，供试液可酌

情减量），加至适量的稀释液中,混匀,过滤。用适量的冲洗液冲洗滤膜。每株试验菌每

种培养基至少制备一张滤膜。 

若测定需氧菌总数，转移滤膜菌面朝上贴于胰酪大豆胨琼脂培养基平板上；若测定

霉菌和酵母总数，转移滤膜菌面朝上贴于沙氏葡萄糖琼脂培养基平板上。 

3.5.4.4 薄膜过滤法计数方法验证实验结果见表 3 

4.验证结论 

从以上检测结果可知，上述培养基适用性检测符合规定，采用的薄膜过滤法计数方

法符合规定，产品初始污染菌一次冲洗回收率符合规定，上述方法适用于产品的日常检

测。 

5.再验证周期 

5.1 当培养基批号改变时须对计数培养基进行适用性检查 

5.2 产品生产环境或原料发生改变时须进行计数方法的验证 

5.3 当检测环境发生改变时须重新验证 



 

表 3 

  产品名称 

实验组  
一次性包皮环切缝合器 菌液组 菌数 

供试液+1ml 大肠埃希菌 

69 

1ml 大肠埃希菌 

85 

72 80 

65 83 

菌落回收率 81.85 / 

供试液+1ml 金黄色葡萄球菌 

72 

1ml 金黄色葡萄

球菌 

90 

76 89 

73 92 

菌落回收率 80.44 / 

供试液+1ml 枯草芽孢杆菌 

75 

1ml 枯草芽孢杆菌 

90 

70 82 

68 79 

菌落回收率 83.67 / 

供试液+1ml 白色念珠菌 

52 

1ml 白色念珠菌 

64 

56 62 

58 65 

菌落回收率 86.39 / 

供试液+1m 黑曲霉 

73 

1ml 黑曲霉 

89 

72 90 

75 87 

菌落回收率 82.33 / 

供试品对照组菌落数 

细菌 霉菌 / / 

0 1 / / 

2 0 / / 

1 0 / / 

结论：由上表可知个供试品实验条件下各试验菌的回收率均＞70﹪，此试验计数方法有效，可用于

产品初始污染菌的检测。 

 

实验人/日期                                           审核/日期 

 


