
生物负载测定



微生物的定义和分类

原核类：细菌、放线菌、支原体、蓝细胞

立克次氏体、衣原体

微生物 真核类：真菌(酵母菌、霉菌）、原生动物、

显微藻类

非细胞类：病毒、类病毒、朊病毒
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 定义：
一切肉眼看不见或看不清楚的微小生物的总称。



细菌细胞形态显微镜检照片

• 放大1000倍杆菌 • 放大1000倍球菌
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微生物细胞结构示意图

• 细菌细胞结构图 • 真菌细胞结构图
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微生物的五大共性

1、体积小，面积大
巨大的营养吸收面、代谢废物的排泄面和环境信息的接受面

2、吸收多，转化快
高速生长的物质基础，活的化工厂。

3、生产旺，繁殖快
大肠埃希菌20min分裂1次，48小时后的重量则达到地球的
4000倍。
注：因营养条件的限制，实际不可能发生。

4、适应强，易变异
极端环境的惊人适应能力

5、分布广，种类多
空气、水体、土壤、动植物都有分布，微生物有10多万种。
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微生物的存在对医疗器械的影响

• 活的微生物对灭菌影响
非过度灭菌的工艺因医疗器械上生物负载增加，灭菌
难度加大，可能导致灭菌失败。

• 活的微生物对使用者危害
灭菌不彻底的无菌医疗医疗器械，根据使用方式的不
同，可能出现炎症、菌血症等病理反应。

• 微生物尸体对使用者的危害
典型例子：G-菌细胞壁脂多糖成分(内毒素)通过输液
进入人体血液，致使人体发热。
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基本概念

• 生物负载的定义

一件产品和/或无菌屏障上或其中存活的微生物总数。

※对灭菌来说：生物负载应为无菌屏障内的所有微生物。
因为，灭菌需要杀灭屏障内的所有微生物。

※对使用来说：生物负载应为产品与人体的接触面，因
为屏障通常不与人的自然腔道、血管、肌肉等接触。

※对生产过程控制来说：生物负载应是屏障内所有的微
生物，反映过程的控制水平。
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基本概念

• 校正因子correction factor

用于补偿无法从产品和/或微生物培养中完全采集的数值。

• 培养条件 culture conditions

促进微生物复苏、生长和/或繁殖所采用的培养基和培养方式。

• 回收率 recovery efficiency

用一特定技术从产品上采集和/或培养微生物能力的测定值。

• 样品份额（SIP） sample item portion

从某一产品单元上取出的用于试验的部分。
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产品选择的基本原则

• 选择和处理用于生物负载测定的产品的程序，应能确保所
选产品对包括包装材料和过程的常规生产具有代表性。

• 若为生物负载测定的目的对产品进行分类，应记录每一分
类内包含这一产品的理由。理由应包含所选产品在是整个
分类里具有代表性的标准。

• 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。
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部分液体产品可能
存在支持微生物生
长的现象



SIP取样的基本要求

• 如果已验证生物负载在本产
品上或内是均匀分布的，则
SIP可以是该产品的任何部分。

• 否则，样品应包含能代表所
制产品的每种相应材质而随
机选取的产品部位。

• 若已知生物负载分布，可以
从认为对灭菌工艺最有严峻
挑战的产品部分选择SIP。
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SIP选择 产品

表面积 植入物（不可吸收）

质量

粉末
手术服
植入物（可吸收）

长度 管路（直径一致）

体积 流体



生物负载的测定
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生物负载的微生物鉴定

• 鉴定的意义

通过微生物的鉴定，了解微生物的基本来源，为日常微生
物的控制提供依据；灭菌工艺的的适合性提供依据（是否
存在耐受特定灭菌因子的芽孢菌的存在）。

• 通常鉴定的方法

※常规鉴定：染色特性；细胞形态；菌落；选择性培养的使

用；生化特性；

※分子水平鉴定：DNA测序后与数据库提供遗传序列比对。
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生物负载测定方法的确认

• 若测定方法中包括采集产品上微生物，则对该技术适当性
的评价；

※确定回收率,以便得到修正系数；

※液体类的产品非常便捷,通常不需要回收率.

• 对包括培养条件和微生物计数技术在内的微生物计数适当
性的评价；

※不是所有的微生物可以通过单一培养基能有效培养出来的。

• 微生物鉴定技术适合性的评价。
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常规测定和数据判读

• 确定样品大小和取样频率。

• 测定方法要规定,并形成作业指导书

• 根据生物负载的使用目的确定鉴定的程度,通常鉴定是否存在芽孢

• 生物负载数据用于确定灭菌工艺的处理程度，则根据具体要求进行应
满足灭菌工艺设定、验证和常规控制特定标准中规定的关于生物负载
数据使用的切实可行的要求。

• 规定医疗器械上或屏障内的生物负载的可接受限量。中国有
GB15980-1995的标准，但未有明确的国际标准。如果生物负载的
信息用于设定灭菌条件，则限量比较好设定。

• 根据一段时间得到的生物负载测定数据来确定趋势，进行趋势管理。
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生物负载测定方法的维持

• 产品和/或生产过程的改变

通常重新进行回收率的测试或生物负载的测试。

• 生物负载测定方法的改变

应对生物负载测定常规方法的任何变化进行评价。

※评价测定结果的变化的影响；

※设新的回收率。

※先前进行的确认和回收率是否仍有效。

※生物负载测定方法的重新确认
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重复回收确定回收率

• 重复回收进行回收率确认

使用自然的产品，初次采集的微生物数值占连续多次采集
总数值的比值。

• 方法的理论基础

生物负载的确认方法应重复进行，直到回收的微生物累计
数量没有明显增加。每重复一次后，从产品上或产品部分
上洗脱液全部回收并计数。比较连续回收得到的累计结果。

注意：本方法未必精确。产品上回收的微生物数量及实际存在的微生
物数量之间的确切关系永远无法验证。
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重复回收确定回收率

• 产品要求

本身具有一定的微生物负载水平，如果产品本身负载水平低，则不适
合采用该方法，应采用产品人工接种法。

• 重复采集的次数

准确的重复次数通常取决于产品特性，构成生物负载的微生物和初始
污染水平等。预试验可用于确定重复的次数。

• 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在存活微
生物。这可以通过以下方法实现：

※用熔化的回收培养基涂在产品表面上，让培养基变硬，然后使产品在
规定的培养条件下进行培养形成的菌落计数。

※将产品浸于液体回收培养基中，在规定的培养条件下，检查是否生长。

浸于液体培养基并培养后，若产品中的一小部分出现存活的微生物，
可通过MPN方法来计数结果。但是若全部结果都表明有微生物生长，
则不能采用MPN法，应重新考虑确认方法。
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重复回收的修正系数
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处理
产品数

1 2 3 4 5

1 60 50 70 55 45

2 10 12 5 2 3

3 1 0 2 0 0

4 0 1 0 0 1

琼脂覆盖 2 1 2 1 0

总的菌落计数 73 64 79 53 49

第一次处理： 60 50 70 55 45

总数： 73 64 79 58 49

第一次处理的回收率： 82% 78% 89% 95% 92%

第一次处理后的平均回收率： = 87.2 % 范围= 78%~95%

计算中已包括了琼脂覆盖得到的菌落数。某些医疗器械可能会无法应用琼脂覆盖。

运用首次处理后平均回收率，
回收效率的修正系数可为： 15.1

2.87

100
=

有些应用中可使用平均回收率范围的最低值，以反应出最坏情况。
这一决定将会影响数据的使用。



产品接种法确定回收率

• 产品接种法确定回收率

产品上人工接种微生物后，初次采集的微生物数量占接种

到产品上的微生物的比值。可为每一产品计算百分率，并
用其确立回收率。

• 产品的要求

产品首先应进行适合的灭菌，并确保可能对微生物有抑制
的灭菌介质的有效去除。

如用EO灭菌时，则应验证残留水平是否存在对微生物的抑
制作用。
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产品接种法确定回收率

• 接种的微生物

最常用需氧菌芽孢接种，因为使用细菌繁殖体时，常因干
燥失去活性，所以通常不使用繁殖体。

芽孢悬液分布在产品上，应包括最难洗脱
的部位。

但应注意为了刻意追求WORST CASE，将芽

孢全部接种在最难的位置，导致回收率过
低的异常。
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接种法的修正系数

• 制备悬液稀释液，每0.1mL中含有100个芽孢。向器械所选
部分接种0.1mL该稀释悬液，并在单项流状态下干燥。

• 注意接种体积，体积过大不易干燥；体积过小，则分布不
均匀。

• 使经接种的产品经受得住所选采集技术，采集的平均芽孢
数是35，其范围为25～45之间。

• 回收率的修正系数如下：
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9.2
35

100
=



微生物采集技术和设备

• 袋蠕动

将试验样品和一已知体积的洗脱液装在一个无菌胃型袋
中。开动往复式搅棒，使洗脱液贯穿试验样品内外。

应规定处理时间。

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
器械）。

若使用了较大大量的洗脱液，可能会生成含有低浓度微生
物的悬浮液。可使用膜过滤法滤掉洗脱液。
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微生物采集技术和设备

• 超声波洗脱

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，或将超声波探头浸入到容器内洗
脱液中进行处理。超声波也能使微生物失去活性，尤其是大能量传输
时，使用超声波探头会比超声波清洗器更有可能使其失去活性。根据
要求应验证超声法。

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。应注意限制同时进行处理的试验样品数
量，以便阻断超声处理源。

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，尤其是对带有电子部件的器
械，如植入式脉冲发生器。

超声处理能量和超声处理持续时间不应太强或太长，以免破坏微生物
并导致死亡，或是使洗脱液过热。
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微生物采集技术和设备

• 振摇（机械或手工方式）

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）进行振摇。
也可用手工振摇，但其效力会因操作人员而异。

应规定振摇时间和频率。

可以加入一定大小的玻璃微珠增加表面磨损以及由此提高

回收效率。加入的玻璃微珠的大小以及振摇时间和频率不
能导致过热和/或对微生物造成可能的破坏。

增加玻璃微珠将增加微生物可附着的表面积。
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微生物采集技术和设备

• 涡旋混合

将试验样品浸入装有已知体积洗脱液的密闭容器内，该容器压在放置

在旋涡混合器的旋转垫以形成涡旋。涡旋的形成取决于手动施加的压
力。涡旋中的变化会使微生物洗脱产生差异。

应规定所用容器、混合时间以及设定的混合器的速度。

该方法操作简单快捷，但仅适用于小的试验样品。

• 冲洗

让洗脱液通过试验样品的内腔。可以靠重力或泵来使液体流动。另外
也可将洗脱液充入产品中，夹住并抖动。

应规定器械与洗脱液的接触时间、冲洗速度及液体体积。

器械结构及腔体尺寸会限制从内表面完全移除微生物所必须的冲力。
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微生物采集技术和设备
• 搅切（碎裂）

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搅切或振摇试
验样品的时间。

根据试验样品和搅切器来规定搅切时间，但不应超过会导致洗脱液过热和对微生物造成
破坏。

该技术提供了将试验样品分成足够小的部分的方法，以便通过接种平板培养技术对微生
物进行计数。

• 擦拭

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。

通常使用的方法是用洗脱液湿润棉拭子，并用棉拭子擦拭界定好的试验样品的表面。在

有些情况下，可以先润湿表面，然后用干棉拭子擦拭，这样可提高回收效率。然后将
棉拭子转放至洗脱液中，并搅动从棉拭子上洗脱微生物。另外，若使用的是可溶性棉
拭，拭子会溶解到稀释液中。

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的方法。该方法也可用于大
面积区域的取样。

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。有些微生物会被棉拭子本身吸附，以致于被检测不到。

棉拭子中不应含有灭菌剂或抑菌剂。
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洗脱液体
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溶液 水中的浓度 应用

缓冲蛋白胨水 0.067 mol/L磷酸盐；
0.43 % 氯化钠；
0.1 % 蛋白胨；

通用

六偏磷酸钠林格氏溶液 1/4 强度 溶解海藻酸钙拭子

蛋白胨水 0.1 %～1.0% 通用

磷酸盐缓冲溶液 0.02 mol/L磷酸盐；0.9 %氯化钠； 通用

林格氏溶液 1/4 强度 通用

氯化钠 0.25 %～0.9 % 通用

硫代硫酸盐林格氏溶液 1/4 强度 中和余氯

水 稀释含水样品；
计数前制备可溶材料的等渗压溶液；

 此表并未包括全部。表面活性剂，如聚山梨醇酯（Tween）80可以添加到洗脱液和稀释液中。根据具体的应用，通常浓度在0.01%～0.1%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。



微生物采集技术和设备

• 接触板

接触板或玻璃片可用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玻璃片，至形成可计
数的菌落。

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。

表面上自然集聚的细胞群、菌落在琼脂表面散布、琼脂干燥、可能存
在厌氧菌等都是潜在的不利因素。

由于该方法的回收率通常较低，所以只有在其它方法不适用的情况下
才使用。接触板和玻璃片通常只适用于平的或规则的表面。

• 琼脂覆盖

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（最高温度在45℃），培养至产生可见菌落。

表面上自然集聚的细胞群、菌落在琼脂表面散布、琼脂干燥、可能存
在厌氧菌等都是潜在的不利因素。
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微生物采集技术和设备

• 最大可能数（MPN法）

• MPN法是一种沿用已久并有充分文献根据，用于估算在产品内随机分布的存活微生物数量的方法。

它主要用于食品和水产品等行业（与液体、粉末和半固体的产品或者原材料一起使用）。这种方法
尤其适用于生物负载平均数低的产品。

• 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（因而要求分布的随机性），然后通过将样品转到液体培养基并培养，单独记下有可
存活微生物存在的每个样品。当具有足量的洗脱液，可将其一系列的稀释液接种于营养培养基中，
使部分接种的培养基在随后的培养中不产生可见生长。用表现出生长的稀释度，估算出样品中或产
品取样的绝大部分中存在的存活微生物的数量；关于此估算值，95%的可信区间是相对宽的。该估
算和其置信界限来自MPN表格（DeMan[18]），此表是在一定的假设条件下编制的，即根据泊松分布
原理，重复取样样品中存在的可存活微生物的数量是围绕一个平均数量分布的。

• 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
医疗器械、黏性液体、粉末，或在单一产品使用如洗脱液等液体估算生物负载的情况下，MPN方法

可以有生物负载测定值。但是，这种方法并不普遍适用于在固体医疗器械上的生物负载测定。典型
的情况是，在这些器械上构成低平均值生物负载的若干微生物的分布通常是随机的，一个总数的微
生物总是有高比例的不可检测的有机物和少量的带“峰值”的微生物（实质构成平均值生物负载）
。在MPN的应用中，“峰值”将会被简单地记录为一个正值，因而，只以公式化的方式构成此平均
值，而不是用数字表示。这可能导致对生物负载估计过低，而得出一个不符合要求的结果。

• 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。
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微生物采集技术和设备

• 膜过滤法

• 洗脱液过滤后，将滤器放到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，孔径不大于0.45μ的过滤器适
于采集微生物。

• 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。

• 膜过滤法更适用于微生物浓度较低的悬液。
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微生物采集技术和设备

• 平板倾注

使用平板倾注技术，将一定量的悬浮液在在约45℃的温度与融化的琼

脂相混合，然后倾注到平板放至凝固。对平板进行培养至菌落形成并
进行计数。

• 平板涂抹

平板涂抹技术是用涂抹器将一定量悬液涂在固体营养基表面。

• 螺旋涂板

螺旋涂板技术运用自动装置将一定量微生物悬液涂在固体培养基表面

上。悬液涂抹是以递减的速度从培养板中心以螺旋线轨迹向周边运动
。经过培养后，对全板或部分板，运用专用的计数栅和计数技术来统
计原始悬液中的存活微生物数量。
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微生物采集技术和设备

• 检测微生物的其它方法

估计生物负载时还可使用菌落计算以外的其他方法。这包

括测定新陈代谢物的活性（例如：新陈代谢物测定或落射
表面荧光）。这些方法称为“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
进行校准。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，所检测到的微
生物数量的下限超过100 CFU。
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微生物鉴定（一）

微生物鉴定的方式和意义

• 方式
形态鉴定、培养及生理特征、生化特征、
核酸特征鉴定
数值鉴定和自动鉴定

• 意义
从鉴别污染微生物可了解洁净室清洁，消毒步骤的效性，特别是对消
毒剂有效性评估有所帮助。微生物鉴别的结果也对调查污染的来源有
参考价值。

33



常用的微生物操作技术

• 接种：将含有或可能含有微生物的样品或培养物，种入培
养基的技术方法。

• 斜面培养基接种法、半固体培养基接种法、液体培养基接
种法、平板培养基接种法。

• 分离：使用一定的分离技术，将混杂存在的微生物尽可能
在培养基中分开并且生长，从而获得单一的一种菌株的方
法。

• 划线分离法、涂布分离法、倾注分离法

• 培养：通常接种后的培养基都要在适宜的环境中条件下进
行培养。主要是温度、湿度、培养时间，特别是氧气和二
氧化碳的需求。

• 需氧培养法、厌氧培养法、微需氧培养法、二氧化碳培养
法 34



常用的微生物操作技术

• 染色：

• 原因：微生物细胞含水量一般为80%~90%，菌细胞对光的吸收和反射

与水溶液相近，在光学显微镜下，菌体透明，与背景几乎无差别，故
常借助染色使菌体吸着染料产生与背景较明显的差别。

• 常用细菌染色法

• 单染色法：仅使用一种染料，只能观察形态和排列

• 复染色法：革兰染色法，可将全部细菌分成2类，革兰阳性菌、革兰
阴性菌。

• 芽孢染色法：很有用的一种染色法，因为芽孢对灭菌的压力比较大，
存在灭菌失败的风险—特别是根据生物负载设定么军参数的方法。

• 鞭毛染色法
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微生物鉴定（二）

核酸特征鉴定之一

• 16SrRNA序列分析
基本步骤：

36

DNA提取 PCR扩增

凝胶成像检测

琼脂糖凝胶电泳

回收序列分析数据库比对



微生物鉴定（三）
16SrRNA序列分析的注意事项

• 引物的选择

• PCR条件的设定
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