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目IJ ~ 

YY/T 0771<( 动物源医疗器械》拟分部分出版，目前计划发布如下部分 z

-一第 1 部分:风险管理应用;

一一第 2 部分:来源、收集与处置的控制;

一一第 3 部分:病毒和传播性海绵状脑病(TSE)因子去除与灭活的确认 F

一一第 4 部分:传播性海绵状脑病(TSE) 因子的去除和/或灭活及其过程确认分析的原则。

本部分为 YY/T 0771 的第 4 部分。

本部分按照 GB/T 1. 1-2009 给出的规则起草。

本部分等同采用 ISO/TR 22442-4:2010<K动物源医疗器械第 4 部分:传播性海结状脑病(TSE) 因

子的去除和/或灭活及其过程确认分析的原则:?。本部分中规范性引用的国际文件有一致性对应关系的

我国文件如下:

YY /T 0771.1-2009 动物源医疗器械 莞 1 部分:风险管理应用。SO 22442-1 , 2007 , IDT) 

YY/T 0771.2-2009 动物源医疗器械 第二部分:来源、收集与处置的控制(ISO 22442-2: 2007 , 

IDτ) 

YY /T 0 ì7l. 2 一二 DC9 动吻源医疗器藏 军:3 部分 z病毒和传播性海绵状脏病〈丁3U E子去除'却/

豆豆灭活的确认(í二 J 22 -10 12-3 :2007 , IDT) 

请注意本文正在某些内容可能涉主专利。二ζ立佯白发布机构不承担识别这主专;fjá台责巳。

本部分E 亘家食品药品监督管理总局是出 3

本部去二;金三;三疗器棋生物学评价标准让主灾委员会(SAC/TC 248) 归口。

主部分主革盖住:国家食品药品监督管理主济南歪疗器械质量监督检驻中'L-' ~ 

本部分主要起草人:刘成虎、由少华、吴平 9

I 
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某些医疗器械采用动物掠性材料。

在医疗器械设计和制造中使用动物组织及其衍生物，以提供优于非动物源性材料的性能特征。医

疗器械不同，使用的动物掠性材料的种类和数量也不同。这些材料可构成器械的主要部分(如牛/猪心

脏瓣膜、用于牙科或整形外科的骨替代物、止血器械) ，可以是产品的涂层或浸渍物(如胶原、明胶、肝

素) ，也可用于器械制造过程中(如油酸盐和硬脂酸盐等动物脂衍生物、胎牛血清、酶、培养基)。

本文件是一份为设计和实施确认分析提供建议的技术报告，以帮助确定无活力动物组织来源的医

疗器械的加工过程是否可以帮助降低传播性海绵状脑病 CTSEs) 的医源性传播 C iatrogenic 

trans mission) 的风险。本文件将传染因子称为"TSE 因子"，而不是阮病毒，以与 IS0 22442 的其他部

分保持一致。本文件给出的有关人体组织和 TSEs 的最新信息，也可类推到其他动物组织。

已经无可辩驳地证实，人类 TSE 克雅氏病CCJD)的医源性传播与外科手术中使用人硬脑膜同种异

体移植物CHannah ， E.D Belay , et a1. 2001)和使用人类垂体提取的激素 C Mills , J. L. L. B. Schonberger , et 

a1. 2001)有关，两者都是无活力组织。最近，在一名血友病患者尸检中检测出了变异型克雅氏病(vCJD)

的亚临床感染并将其归因为用于该患者治疗的加工的人血浆提取的凝血因子Chttp://www. hpa. org. 

uk/webw/HPAweb&HPAwebStandard/HPAweb_C/1234859690542? p = 1231252394302 和 http://www.

dh. gov. uk/ en/Publicationsandstatistics/Publications/PublicationsPolicy AndGuidance/DH_l 0035 7) 。

另外，还有角膜移植物传播 CJD (Kennedy , Hogan et al , 2001) 和一些输注被缩红细胞传播 vCJD

CLlewelyn , Hewitt et a12004;Peden , Head et a12004;Peden ,Ritchie and 1ronside 2005) 的报道。

全球范围内已有超过 210 名接触牛海绵状脑病CBSE) 因子的 vCJD 病例，其中大部分被认为是食用

已感染的牛肉产品所致。虽然，除了已讨论的医源性 vCJD 感染，尚未识别出通过医用或兽用产品传播

BSE 因子的报道，然而，没有理由怀疑使用某一反鱼动物来掠的 BSE 因子感染的医疗器械可以感染易

感者。事实上，已有两个从无活力绵羊组织提取的兽用疫苗向绵羊传播绵羊/山羊 TSE 痒病的报道

CWHO 200的。目前尚未见人类感染痒病因子的报道。

在传播性因子的可能分子性质[当前使用最广泛的全-蛋白或"阮病毒"理论CPrusiner 1982月或在

传染性因子的复制中不同形式的宿主编码的阮病毒蛋白的确切作用或疾病的发病机理的优先术语未达

成国际共识的情况下，本部分一般采用世界卫生组织((WHO 组织感染性 TSE 分布指南 ))2006 (WHO 

2006) 中推荐的术语。本部分的核心目的是在使用无活力动物组织医疗器械时，为降低偶然性传播

TSEs 风险方法的有效性确认提供策略。

下列文件是有助于正确理解本文件的标准=

一一IS0 22442-1 动物源医疗器械第 1 部分 z风险管理应用 p

一一IS0 22442-2 动物源医疗器械第 2 部分 z来源、收集与处置的控制;

一-IS0 22442-3 动物源医疗器械第 3 部分 z病毒和传播性海绵状脑病CTSE) 因子去除和/或

灭活的确认F

一一IS0 14160 医疗保健产品的灭菌一次性使用动物源性医疗器械用液体化学灭菌剂 灭菌

过程的表征、开发、确认与常规控制要求。

这些文件中的规范性附录和资料性附录也与本文件的内容直接相关。这些文件中的所有术语适用

于本文件。

由于缺乏统一的能可靠去除 TSEs 的过程步骤，使用低风险来源的动物和组织是非常重要的。

虽然还没有直接适用的从使用无活力动物组织加工的医疗器械中降低 TSE 风险的确认方法，英国

E 
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和美国监管部门已经针对预期从潜在污染 TSE 园子的人血液中去除 TSE 因子传染性的器械的确认研

究的要点征求了专家建议，而这些建议也可在动物漉性组织的评价方法中得到利用。这些要点包括使

用己加入 TSE 的高滴度感染性染毒材料的预评价、选择与感染相关的试验性因子以及采取 PrPTSE分析

进行接受性研究作为预筛选方案来摒弃不适当的方法。这些方法需在已知的易感试验动物的生物分析

中表明病毒感染性显著性降低。为了鉴定某一方法是否可以使用，如果可行，需要用两个 TSE 因子生

物分析组合对该方法进行分析以证实具有的柜似的结果。在得出该方法具有充分的可操作性的结论之

前，这些准则宜得到满足。想要证实某一方法能降低内源性感染组织 TSE 的传染性以及证实某一完整

的加工过程能去除所有可检测到的传染性，虽然是所期望的，但在当前仍是不可行的。大多数神经系统

以外组织中 TSE 感染性的滴度非常低，而对自然发生的 TSE 因子易感的动物又非常少，且对新种属不

适用等都是方法研究的限制性因素③没有己知感染滴度的标准物质、缺乏感染 TSEs 的人类和动物的

生物学特性的知识，也被认为是开发确认研究的另一障碍CWHO(2006)附录幻。虽然认识到尝试对提

高人血掠性医疗产品以及其他人组织握住亘疗产品(已被证实有医源性传播的产品)的 TSE 安全性方

法的确认非常渺茫，但必须强调不能放弃可益提高动物摞医疗器械 TSE 安全性的新确认方法的努力。

如上所述，宜再次提请注意?动物皇宫与导致任何医掠性人 TSE 感染是不直接相关的 (Minor ，

Newham et a1. 200的。然而.食物传染 BS三和革羊组织中提取的善后疫吉向绵羊传播痒病的实例表明

了从动物向人进行医源性 TSEs 传播站风险.理，宜得到持续关注 3

皿
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动物源医疗器械

第 4 部分:传播性海绵状脑病(TSE) 因子的

去除和/或灭活及其过程确认分析的原则

为帮助确定无活力动物组织来源的医疗器械的加工过程是否有助于减少传播性海绵状脑病

CTSEs) 的医源性传播的风险，本部分为设计和开展确认分析提供建议。

加工动物组织所使用的 TSE 去除方法也宜减少通过人源性无活力组织传播 TSE 感染的风险;本

部分不涉及这一方面。一些关于人体组织和 TSEs 的当前信息可通过类推适用于其他动物组织。

本部分不预期为 IS0 22442-1 :2007 的附录 C 中所列出的己识别出的具有 TSE 因子污染的"可忽

略风险"的特定材料提供方法的确认要求。

本部分预期用于解释 IS0 22442 系列中最终国际标准草案以及 IS0 14160 标准。

本部分是建立在对 IS0 22H2-3 中与 TSE 因子相关的特定讨论的基础之上并努力总结 TSE l2S子

去除领域内当前最新技术水平。随着对 TSE 因子的灭洁和去除由深入理解，可行时将会对本文件进行

修订3

2 规范性5f 启文件

下列文件对于本文件自主用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期前弓j y韦文件，其最新版本(包括所有的修改单7适用于本文件。

IS0 14160 含动物:原材料的一次性使用医疗器械自灭菌 液体化学灭菌剂灭菌的确认与常规在

制 (Steriliza tion 01 sing!e-us己r:工dical devic巳s incorporating materials of animal origin-V a~idati，二巳 a.J.d

routine control 01 steri:iza ，io旦旦T liquid chemical sterilants) 

IS0 22442-1 动物露歪疗器械第 1 部分:风险管理应用 (Medical devices utilizing a丑imal tissues 

and their d巳rivatives-Par， 1: A~plication 01 risk management) 

IS0 22442-2 动物握军疗器械 第 2 部分 2来源、收集与处置的挂制 CMedical devices utilizi吨 an

imal tissues and their deriγatives-Part 2: Controls on sourcir毡， collection and handling) 

IS0 22442-3 动物摞医疗器械第 3 部分:病毒和传播性海绵状脑病(TSE) 因子去除和/或灭活

的确认CMedical devices utilizing animal tissues and their derivatives-Part 3: Validation of the elimi­

nation and/or inactivaticn of viruses and Transmissible Spcngiform Encephalopathy(TSE) age旦ts)

3 术语和定义

IS0 22442-L1S0 22442-2 , IS0 22442-3 和 IS0 14160 界定的术语和定义适用于本文件。

4 TSE 因子的去黠:基本考虑

4.1 总则

4.1.1 关于 TSEs

牛的海绵状脑病(boγ1!二te spongiform encephalopathy , BSE)是目前已知的向人类传播疾病的唯一
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动物源的 TSE(人畜共患传染病) .痒病，虽然有理论上的可能，但根据几百年来的经验，还不被认为是

人畜共患传染病。尽管如此，一些监管部门仍采取了预防政策，禁止使用从具有痒病史的羊群来源的绵

羊源和山羊源的提取注射液〈如， 1999 年 6 月， FDA TSE 顾问委员会 03 号会议的记录， accessed 16 

J uly 2009 at http://www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/cber99.htm # Transmissible%20Spongiform , Eu­

ropean Union Directive from 2003 [OJ L 105 , 26.4.2003 p.18 , http://eur1ex.europa.eu/LexUriServ/ 

LexUriServ.do? uri=OJ :L:2003: 105: 0018: 0023: EN: PDF J ，和日本 177 通告 http://www. nihs. go. 

jp/ cgtp/ cgtp/ guidline/03052001. pdf).绵羊和山羊对 BSE 因子感染的易感性已经引起另一最新的关

注(WHO 200的。虽然猪已经在试验中成功感染上 BSE 因子 (Wells ， Hawkins et a1. 2003; Castil1a , 

Gutierrez-Adan et a1. 2004) ，但经口途径不会使它们感染上 BSE，并且未发现自然传播的猪 TSE。并

且，多数监管部门通常对于猪组织不可能是人接触任何 TSE 因子的来源持有乐观态度。医疗器械的加

工中基本上都不使用的其他动物〈如，马)组织也是如此. (不会经口感染 TSE 因子的动物不被欧洲药

品评估局(但EMEA)认为是

属的组织在用于人用或兽用医疗产品的制造时被认为是没有 TSE 风险的 htt叩p:/矿1www.emea.e创urop归a.

eu/pdfs/hun口man/bwp/TSE% 20NFG%20410-rev2丘.pdf.)λ。

4.1.2 关于动物组织

当前使用的以无活力动物组织形式制造的医疗器械的实例包括猪心脏瓣膜、牛心包和牛胶原。虽

然已证实这些组织中未发现 TSE 因子(WHO 200时，但是动物组织试验在数量上是非常少的，所使用

的分析方法的检测灵敏度也有差异。况且，常规屠宰中所收集的任何动物组织都有受到高风险组织污

染的机会是可想而知的。需要有从动物尸体(尤其是老年动物尸体)中去除、隔离和安全处理"特定风

险"材料的法规和程序来降低这一风险，但还不能完全将其去除。欧盟委员会最近已经提出《动物副产

品风险均衡规则)) (见欧盟法规 1069/2009) ，用于阐明和方便在动物源材料的选择中进行风险管理。

4.1.3 TSE 因子感染的组织

组织可以通过两种途径受到 TSE 因子的污染 E

a) 某一组织在 TSE 疾病过程中被感染，或

b) 从已感染的组织传染递到其他组织。〈例如，与神经系统、组织中的淋巴细胞或血液接触的

组织)。

第二种或"外掘性"TSE 因子污染可能发生在对已感染组织的收集过程中，或是从以前操作中受到

TSE 因子污染的器具或表面，对其加以区别的重要性有以下几个理由 z 内源性感染的组织(除在已感

染的动物体内发现具有较高传染性的中枢神经系统组织外〉通常含有非常少量的 TSE 因子，因此，从逻

辑上难以开发出去除内源'性传染源的确认方法的适用模型。外掠性污染的确认方法更容易通过人为地

将组织加人已知来源、生物学特征和传染性含量(用易感动物体内滴定量来定义〉的 TSE 因子加以模

拟。有多种可在晴齿类动物体内繁殖成高滴度的痒病因子的病毒株和一种 BSE 中派生的因子株

(301V) 已在对外源性感染材料的模型化中得到应用〈见 ISO 22442-3: 2007 的 C.1 和 ISO 22442-3: 2007 

的附录 D) 。确认研究中模型因子的选择受到以下考虑的限制 z

2 

a) 虽然组织中实际未被通过的 TSE 因子被认为与确认性灭活/去除研究的目的最具有"相关"

性，但这一因子的传染性滴度通常是未知的并且低于那些适用于啃齿类动物的因子 (Wells

2007);和

b) BSE 因子以及晴齿类动物 BSE 因子中提取的病毒株的处置，监管部门可能会要求难以广泛获

得的高防护性研究设施。通常情况下，用适用于啃齿类动物的痒病因子进行研究被认为是可

接受的。切记，有报道称不同的 TSE病毒株对灭活程序的抗性是不一致(Peretz ， Supattapone 

et a1. 2006) 。
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5 去除 TSE 因子的潜在方法

5.1 传染性灭活方法

5. 1. 1 总则

多数监管部门建议，宜尽可能灭活潜在污染源材料的 TSE iEi子而不是简单地将其与其他原材料分

离。残留活性因子的存在可能会引起某一组织源性产品的后期祝会性污染，并污染加工设施和非一次

性使用器具的持续性感染危险。但不幸的是，大多数已知的能有效灭活 TSE 因子的物理和化学方法都

过于苛刻通常会损害组织的功能特性。对于一次使用后不能毁坏或应与潜在污染性材料的直接接触的

设施和加工器具的清洁，可靠地灭活 TSE 因子的去污染方法优先于商单去除 TSE 因子的方法，

5.1.2 灭活 TSE 传染性的物理方法

5. 1.2.1 高温

当己感染痒病的暗齿类动物来源的组织悬夜被迅速力11 热并持去世搅动时，其传染性 (E二h";"~r

1984;Rohwer 1984)在几分钟内就能迅速降低至分析的检出思与丁司但含 TSE 因子的爱渍物和干燥拉

制品则在长时间热处理后仍具有一定的传染性(1-\.sher. P C， l立巴士-; e-: a~e 1986; .A..31:el"';t FOln~r，;?♂王二

1987 ; Taylor ,Fraser et al. 1994) 。干热灭活 TSE 园子没有湿热;":<... 、活有;ti[(Taylc_~ 2001)[的费 .τ责言

关于采用干热法对携有外科医掠性 CJD 的器具灭茵J营出现传主~ .~S ?ft圭币ï è '-1111 ~ ~I IcM咀em:1 et 3.~曲 :71JJ

Foncin , Gaches et al.19 (0) J ，在一系列研究中甚至发现.痒病三子在 ff子 50C oc 的棋需丰捷立更丁;专营

仍有少量的传染性(Er;)wTI . !..i berski , et aLl9 9 C) ，而在更害虫温室丁才没有发现应病豆子洁性币二万之

Rau et a1.2 004) 。主宗吾棋不可能经受使 TSE !2sl子灭洁白热处王至有太丧失主功程。

曾有人建议，为了充分去除 TSE 因子的污染，宜在 2 M:? ~(二 7133了吐'丁三士条件r ，在是气生二字亏。i女

菌器中蒸汽灭菌至少 13 mi二。这已经被证明是无效白，:Ta 巾r a~: 二 Z\t:c:2 (:èe lS3~) ③飞币~E<) 的一个否证

会(World Health Organization 1999)警告这种处理不可在去东三主 TSZ 污染的干性豆豆织表面茧 τSE

污染。美国 CDC 的一位顾问警示，当污染的表面未经过锢在的青出京-许多病原体在热匙理和生学:足

理中可以存活，所以应对重复性使用的医疗器械的关键表面进行韧亘清洗 (F~币ala W , FDi\. TSE Ad7i­

sory Committee , 17 July 2003 accessed 16 July 2009 at ht:;,: 扩wγ西.f2扭a.go。τv/、chr士卫豆5旷/d也ock己ets町r牛F

slid出es/3臼96ω9sιl. htm) ;但是，该顾问 CRu旧ltala 2010)又指出 ， j夕外卡手科;丰卡仪器带未的亘源性传播 CαJ:;) 的需况是摄

为罕见的(自 1980 年以来未见相关医疗文献报道〉λ，说萌，现行的夕外宇科仪器的消毒和最终灭菌的标准方

法对充分去除 CαJD 因子以降低风险至检测不到的水平可能是有主主捕。

这种观察到的功效可能是清洗和湿热灭活的综合作用，并立实验室中己证明了单独使用击一种方

法的潜在功效都是不够的 C Bundesgesundheits bl-GesundheitsÍarsò-Gesundheitsschutz 2001 , UK De­

partment of Health 2009) 。

5.1.2.2 射线

TSE 因子对紫外线和电子束灭活都具有抗灭活性 (Alper ， .Haig et al. 1966;Latarjet , Muel et a1. 

1970; Latarjet 1979) 。

5.1.3 灾活 TSE 传染性的化学方法

5. 1.3.1 醋性水解处理

目前已知，NaOH 接触处理(注 1 N，特别是在高温条件r) 在从水性悬液和表面干燥的组织
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C tissues dried onto surfaces) CTaylor 2000) 中去除传染性是有效的并且在实验室处理 TSE 因子中被广

泛使用CBrown ， Rohwer et al.1984;Baron , Safar et a1. 2001) 0 NaOH 引起的危害是众所周知的[腐蚀

性，特别是加热的时候，并且与铝接触时可能会发生爆炸 C http://www.certified-lye.com/safety. 

html)] 0 NaOH 对灭菌器的腐蚀性似乎被夸大了，其实只要不使溶液直接接触灭菌器的关键表面，这

个问题就能得以解决， CBrown and Merritt 2003 ; Brown , Merritt et a1. 200日。

明胶Cgelatins)制造中广泛使用的 CaCOH)2 虽然辅以加热非常有效，但从染毒后的动物骨制品中

去除痒病和 BSE 传染性方面，远不如 NaOH 处理有效CGrobben ， Steele et a1. 2005;Grobb钮， Steele et 

a1.2006a;Grobben ,Steele et a1. 2006b) 。

许多碱性配方(碱性化学物的混合物)被声称与低浓度碱洛液具有相同的灭活效率。这些不同配方

的潜液的作用，取决于配方、温度和特定产品的浓度。这些处理对组织是低破坏性的，但未见有将它们

的灭活效率和高浓度碱处理的灭活效率进行比较的研究。

5.1.3.2 酸处理

曾经通过接触浓缩的甲酸CBrown ， Liberski et a1.1 990)和最近通过接触含有十二烧基硫酸铀的乙

酸潜液CPeretz ， Supattapone et a1. 200的，TSE 因子可被大部分灭活，但不能完全灭活。

5. 1.3.3 卤化物和其他氧化荆处理

目前己知，次氯酸铀(浓度:;?:5% 的家用氯漂白剂)从痒病污染的悬液和表面 CTaylor 2000) 去除

TSE 传染性是有效的并在不考虑其对金属腐蚀作用时广泛使用 CBrown and 如'1erritt 2003; Taylor 

200的。氯股和其他卤化物的灭活效率较低CAsher 1986) 。液体过氧化氢在去除 TSE 因子污染方面也

缺乏实用性CTaylor 200的，尽管在低温气体状态下可能会更有效CLangeveld , Wang et al. 2003 ; Fichet , 

Comoy et a1.2004; Yakovleva ,Janiak et a1.2004; Yan ,Stitz et a1.2004 ; Fichet ,Antloga et a1. 2007) 。

5.1.3.4 酣类消毒剂处理

有报道称一种有专利权的酣消毒剂可将巳污染的悬液中的痒病传染性去除至检出限水平 CErnst

and Race 1993 ; Race and Raymond 2004) 。只用酣处理不能去除传染性CAsher ， Gibbs et a1.1986) 。

5.1.3.5 蛋白酶处理

广泛接受的阮病毒理论促成了对几种蛋白酶处理对 TSE 因子的传染性作用的研究，各研究结果不

同 CLangeveld ， Wang et a1.2003 ; Fichet ,Comoy et a1.2004; Yakovleva ,Janiak et a1.2004; Yan ,Stitz et al. 

2004;Jackson , McKintosh et a1. 200日。如前所述，彻底清洗在去除表面的传染性中无疑是重要的

CRutala and Weber 2004ρ ，蛋白酶处理可能有利于彻底清洗过程。蛋白酶是否还能通过裂解阮蛋白而

对 TSE 因子灭活具有特定作用还不太清楚。

5.1.3.6 肌类和其他离渡的化学处理

已发现，用腻类CManuelidis 1997) 和其他离液化学物 CPrusiner , Groth et al. 199 3 )可降低传染性。

一些报道表明，当离液化学物去除后明显的灭活是可逆的 CPrusiner , Groth et al. 19 9 3 ; McKenzie , Bartz 

et a1.1 998) 。

5.1.3.7 综合处理

有限的经验认为，用不同化学方法与物理方法相结合，对 TSE-灭活可能比单独用一种方法处理更

有效CFichet ， Comoy et a1. 200的。潜在有效的综合处理的实例有 NaOH 并伴随加热CTaguchi ， Tamai 

et.a1.1 991)、中 d性洗涤剂中煮沸处理CTaylor 2004) 以及洗涤榕液中加乙酸处理CPeretz ， Supattapone et 
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a1. 200的。通过使用加盖的容器来使?归OH 与灭菌器内表面隔离，可以减少其对灭菌器的潜在损害

CBrown and Merritt 2003 ;Brown ，岛1erritt et a1. 2005) 。

5.1.3.8 己研究过的无活力组织源性医疗器械中去除 TSE 因子的潜在过程

我们尚不清楚 TSE 因子的实验性确认在降低染毒后传染性方面是否与降低组织来源的医疗器械

中所用的任何方法相似。只知道一项使用 NaOH 从仓鼠硬脑膜去除痒病因子的研究 C Diringer and 

Braig 1989)和一项在用痒病因子实验性染毒的肉类产品经高温和高压后还保持其美昧的研究CBrown ，

Meyer et a1. 2003) ;这两项处理(导致传染性实质性降低的同时)都没能将染毒后的痒病传染性降低到

检出限以下水平。

注:当前，医学文献中报道的用于元活力人组织来源器械的灭菌的方法有很多种〔包括有/无辐射防护剂的 Y 射线

和不同的化学清洗剂和消毒剂，其中包括清洁剂、过氧化氢、酒精、酸化液 (McAllister ， J oyce et al. 2007) 和

NaOH 处理(Hannah ， Belay et a1. 2001)];这些程序中至少有一些似乎损害了器械的功能特'性 (McAllister ， J oyce 

et a1. 2007) 。某些方法已被声称能大幅降低添加菌株(FDA推荐的外科植入性人体细胞、组织和组织源性产品

的无菌保证水平[SAL]为 10-3 ，能承受灭菌过程的植入性医疗器械的 SAL 为 10一勺。

5. 1.3.9 无效处理

尚未发现环氧乙烧气体、酒精、含录消毒剂和其他一些通常用于表面消毒和灭菌的处理方法对

TSE 因子的去除有作用;这些处理方法的研究己受到了限制 CAsher 1986) 。乙醒不仅无法灭活 TSE 因

子，而且还会稳定 TSE 因子的传染性(Taylor and McBride 1987; Brown , Liberski et al. 1990) 。英国政

府公布的文件中列出了更多元效的处理方法(DoH ACDP TSE WG--annex C) 。

5.2 去除 TSE 传染性而不是将其灭活的方法

虽然如色谱法、沉淀、过滤和将各部分分开的物理方法能降低复杂的生物?昆合物(如血液及其成分

以及血浆和血浆成分(Foster 2004)) 中 TSE 传染性的总量，但不太可能用于从完整的无活力组织中选

择性去除 TSE 传染性。

6 从使用无活力动物组织的医疗器械中去除 TSE 因子方法的实验性确认

6.1 总则

虽然已经有少量降低(如果不能去除)人类无活力组织中外掘性污染 TSE 因子的研究，但几乎未见

直接从动物源组织中去除 TSE 因子污染的研究。正如 IS0 22442 系列标准中所述，更适宜降低风险的

方法是仔细选择低风险来源的动物和组织以及良好的加工过程(GMPs) 以降低外源性污染神经组织和

在较小程度上污染淋巴组织以及肠组织的机会(McAllister and Joyce 2007) 。

6.2 为设计 TSE 过程的确认研究对产晶家族给出定义

美国医疗仪器促进睁会 AAMl TIR37 : 2007 第 4 章对产品家族给出的定义宜适用于本文件。这些

定义用于评价从使用无活力动物组织的医疗器械中消除/去除 TSE 因子确认分析。试验性确认所选择

的产品宜尽可能与所关注的制造产品相近，并被一名或多名专家顾问认定为是一个产品家族中的可接

受的真实代表(AAMI TIR37 :2007 中 4.2.3~4.3.4所定义的主产品、等同产品或模拟产品)。

6.3 为确立和验证 TSE 因子的感染剂量进行的产晶选择和试验

AAMI TIR37 :2007 的第 5 章中关于从使用无活力动物组织的医疗器械中消除/去除 TSE 因子确

认分析的评价所描述的内容宜适用于本文件。这些内容包括试验产品抽样条件属性的考虑、样品份额、

5 



YY/T 0771 .4-20 15/ISO.月1主 22442-4:2010

多批次考虑，以及试验产品浸提液的分析(直接对整个动物样品进行分析不可行时)等。宜注意的是，无

论是用抗 PrPTSE_蛋白酶的初步免疫分析还是(尤其是)随后在动物体内的生物学分析，相对于细菌和真

菌的培养，TSE 因子分析的技术难点更高、更耗时(生物分析需要几个月或几年时间)和更昂贵，这应在

选择重复性试验的数量时予以考虑。

6.4 TSE 因子染毒材料

少量但越来越多的证据表明，虽然所有 TSE 因子都具有大部分共同的生物学特性和物理特性，包

括对各种灭活处理具有罕见的抵抗力，但各病毒株之间的抵抗力还是有显著差异的 (Taylor 2000) 

CPeretz ,Supattapone et a1. 200的。这似乎说明在研究中要选择一个感染上一株对灭活程序具有较高抵

抗力而不是较低抗力的 TSE 因子的组织，前提是该染毒材料与制造过程具有相关性。虽然用最坏情况

不切实际地代表制造情况可能会有争议，但是各种确认模型都通常要求用含有高浓度 TSE 因子(通常

指的是己感染的脑组织悬液、片段或浸渍物)的组织作为染毒材料。必须认识到，这些材料大部分是用

己感染上与该嗤齿类动物相应病毒株的 TSE 因子(特别是痒病因子)的啃齿类动物的脑组织制备而成，

这些组织可能在病毒国子的数量或生物学特性和物理特性或基质(组织的来源)的某些特性上都不能与

自然感染的坦织完全梧似。但是，通常情况下，因为以下几种原因，除了用啃齿类动物相应的 TSE 因子

病毒株对暗齿类动物大脑染毒之外，其他从原材料中去除 TSE 因子的确认过程都还不可行，

a) 天然感染军主究中 TSE 因子的滴度通常是未知的，可获得的啃齿类动物对野生型分离(field

isola~es) (非常少见)TSE 因子感染的易惑'在也是未知的。其他组织中 PrPTSE (通常捡测不到)

的:高度和传染性部菇于脑组织。

b) 从天然感染动物始组织中?如j备的经过充分表征的标准对照材料还不能广泛获得。

c) 除了少麦生研究实验室以外，通常无法获得与野生型分离的 TSE 园子具有一致易感性的转基因

小 ~~C或其他嗤齿类动物一如，欧洲银行E 京 (Nonno ， Di Bari et a1. 2006月。

6.5 生物去析动强信可在得性〈普通小氨和转基E小盟、其他暗齿类动物、农场动物〉

适合于 TSE 因子(通常来源于绵羊痒病的病毒株但最近也可以从 BSE 获得〉的啃齿类动物己经在

调查各种实验性染毒的原材料或中间体中的传染性去黯方法的初步研究之中得到应用。痒j盲目子适宜

于仓罩的 263 K 病毒:株(Nazor 2005)和与金黄色地虱分析中相似的病毒株(Peretz ， Scott et a1. 2001)是

非常有用的 3 在普通小虱体内分析中适宜于 BSE 国子病毒株的 301V 小鼠可能更能预视牛组织中

BSE 因子的行为 CGrobben ， Steele et a1. 2005) 。

通过基因工程技术繁育的表达阮蛋白基因 CPRNP)中其他种属的氨基酸序列的转基因小鼠在有些

情况下可能是有用的但也会引起许多问题。

a) 过表达玩病毒蛋白质的小鼠在试验以后会患有组织病理学上与 TSEs 相似的非传播性神经系

统疾病，有时会干扰传染性分析的解释CNazor.Seward.et a1. 2007) 。

b) 当前，多数品系的 PRNP-转基因小鼠只能通过从开发者处馈赠的途径获得。

与某些普通品系小鼠相比，虽然某些品系可能会具有更高的敏感性，但表达牛 PRNP 氨基酸序列

小鼠的优越性至今尚未得到严格证实(人源性 TSE 因子很少向普通小鼠传播疾病，并且因为使用非人

灵长类进行分析已经变得越来越不可能，所以表达人 PRNP 氨基酸序列的转基因鼠似乎为传染性的分

析提供了最实际的手段〉。如上所述，欧洲银行田最对许多 TSE 因子具有高易感性 C Cartoni • Schinina 

et a1.2005 ; Nonno , Di Bari et a1. 2006; World Health Organization 2006; Cartoni , Schinina et a1. 2007) , 

但是，它们比小鼠对 BSE 因子和新发现的痒病因子的 Nor98 病毒株显示出相对较低的敏感性，并且，在

任何情况下，群居的回虱都无法广泛获得。

用相同种属的易感动物中分析出自然感染的动物来摞的材料进行去除动物源 TSE 因子的传染性

方法的研究是否最为适宜可能还存在争议;虽然已在小牛棋中 (World Health Organization 2006; 
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Masujin , Matthews et a1. 2007)和痒病在绵羊中对 BSE 致病性分析开展了少量的调查 C Hadlow , Race 巳t

al. 1979; Hunter , Foster et al. 2002; Hunter and Houston 2002; Hunter 2003) ，但是在大动物中研究

TSE 传染性的去除通常是不现实的。

6.6 细胞培养法分析传染性的发展潜力

几种细胞系已被报道描述可支持所选择的 TSE 因子的繁殖 C Klohn , Stoltze et al. 2003; Kocisko , 

Morrey et a1.2004; Kocisko , Engel et al. 2005; World Health Organization 2006; Liu , Sun et al. 2008) 。

虽然这些细胞不能显示出公认的细胞病变效应，但能够检测出 PrPTSE 。据报道，这样的细胞培养分析比

在原始感染组织中直接检测 PrpTSE更灵敏得多。不幸的是，细胞培养分析还没有被开发用于 BSE 因

子、分离自隔离种群的绵羊痒病因子或人源性 TSE 因子的检测。另外， PrPTSE结果假阳性已成为一个

问题CVorberg ， Raines et a1. 2004) 。因此，开发可靠并敏感的以细胞培养为基础的动物 TSE 因子的分

析方法将非常有利于动物源材料中 TSE 因子去除方法的确认。

6.7 PrPTSE和传染性分析之间的相关性

虽然通常会在含有 TSE 传染性的组织和组织浸提液中检出 PrPT钮，但也有许多在含有大量传染性

的材料中无法检测出 PrPTSE 的报道 CLasmezas ， Deslys et al. 1997; Manuelidis , Fritch et al. 1997; 

Manson , J amieson et al. 1999 ; Rac巴， Meade-White et al. 2002; Barron , Campbell et al. 2007 ; Piccardo , 

Manson et a1. 2007)。并且，已经在 TSE 因子含量在检出限以下的组织中发现了具有 PrPTSE特性的免

疫反应性蛋白。一些研究者已经宣称从没有接触过 TSE 因子的动物组织中产生 TSE 传染性是有可能

的 CYuan ， Xiao et a1.2006;Deleault , Harris et a1. 2007;Castilla 2008 ;Jackson et a1. 2009) 。这些混乱的

局面亟需得到澄清CAguzzi 2007) ，但在解释 PrPTSE分析结果时对此予以注意。

虽然有些报道声称 PrPTSE几项新方法比啃齿类动物生物分析传染性的方法更为灵敏C Safar , Cohen 

et a1.2000;Safar ,Scott et a1. 2002;Lee , Long et a1. 2005;Safar , Geschwind et a1.2005;Castilla ,Saa et aL 

2006; Soto , Estrada et al. 2006) ，但这些研究还需由独立方在设盲和随机研究中进行比对验证。

6.8 传染性降低到检出限以下

只有采用了经足够多的重复试验和分析而每一试验都能确保其结果具有可重复性的可靠方法，分

析所估计出的传染性数量的降低才有价值。正如对其他传染性因子的传染性降低的估计那样，当采用

不同分析方法的结果时，尤其是当传染性降低少于 1 000 倍的情况时，应对此特别予以注意。出于这一

原因，有些监管部门推荐，对任一个声称降低污染风险的加工方案宜采用两个基于不同的化学-物理原

理["正交性" CTrejo , Hotta et a1. 2003)]并确认过的传染性降低过程。对于生物制品，FDA 推荐在声称

某一加工方法可将某一特定病原体污染的风险降低至某一可接受水平之前，两个过程中的任一个降低

染毒的传染性至少 10 000 倍 CFarshid ， TaHs et a1.2005) 0 

6.9 支持传染性降低不是依据分析性能的变异来确定重复确认的次数

某一试验中重复试验和重复分析的次数在很大程度上取决于分析和所研究的过程的变异性。所提

供的方法宜为可靠的，能表明确认试验宜是在加工规模和加工过程中可能遇到的所有条件下CpH、离子

强度、温度和有机负载)进行的。

6.10 用各生产步骤对 PrPTSE和传染性的降低能力确认对整个过程确认的要求

在开始的材料中加入相应的 TSE 传染性后，清除其实质性的数量，从而在终产品中得到彻底的不

可检测的感染性，以验证整个制造过程中的有效性，这种方法特别令人放心，但是，如此的验证，因为如

下的几个原因而难以实施。原始材料中输入的传染性可能是适度的，但从原始材料到最终产品间的各
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步骤可能会将其大量地稀释。这种稀释向人们提出了实验设计中的抽样问题。如果因为稀释使某一样

品中达不到感染性剂量，就会在所使用的分析中得到一个假阴性结果。解决这个问题的方法是测试更

多的样品，但这通常是不可能的。按比例缩小的预试验模型中不能维持原有的表面-体积关系。因此，

对于生物制品的病毒确认(QA5 Viral Safety Evaluation of Biotechnology Products Derived from Cell 

Lines of Human or Animal Origin , lnternational Conference on Harmonisation ,1998 ,accessed 16 July 

2009 at http://www.emea.europa.eu/pdfs/human/ich/029595en.pdf) ，通常更有必要用模型 TSE 因子

对每个中间步骤染毒，来模拟真实的过程条件和中间体的状态，从而通过引人一个正交的 log 降低因子

以得出总的 log 降低值来推断整个生产流程的总体有效性，同时要注意其不确定性。

众所周知，不宜将具有相似灭活或去除机制的各步骤的降低因子累加成一个总降低因子。

lS0 22442-3 中有确认研究的进一步指南。

8 
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