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验证内容

操作验证

隔离器完整性验证

灭菌验证

隔离系统
验证

隔离器内部洁净度验证

仪器仪表的验证

灭菌循环验证



灭菌验证

 隔离器表面、隔离器内的设备及进入隔离器的各种物料都应经过处理以降

低微生物负载。

 灭菌方法要达到或超过使生物指示剂下降6个对数值。

 完全灭菌法应采用每单位106 孢子数的生物指示剂。

 阴性对照应该采用每单位孢子数不少于106 孢子数的生物指示剂。

 选择合适数量的生物指示剂，从统计学上证明灭菌效果可以再现以及灭菌

剂的分布是否合适。
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微生物负载：
原料或者中间产品在灭菌工艺前的固有的微生物数量和种类
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灭菌循环验证
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灭菌循环验证

 运行一个灭菌循环，以确认实际运行值与设定值是否相符。

 常用化学试剂：过氧乙酸、二氧化氯、臭氧、过氧化氢

注意：不同的试剂有不同的暴露条件和过程控制。

 使用过氧化氢蒸汽灭菌，房间的温湿度控制是关键。灭菌过程中隔离器内部的温

度影响非常重要，要保持过氧化氢的浓度，避免低于过氧化氢的冷凝点。

 二氧化氯和臭氧，要求在灭菌前预先增加隔离器的湿度。
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灭菌循环验证

 灭菌剂浓度和浓度分布情况：当灭菌剂以气态或蒸汽状态存在时，其浓度

可以通过化学指示剂、光谱方法或电极检测。灭菌剂分布情况可以使用化

学指示剂测量（注意：化学指示剂仅能够提供定性信息）。

 蒸汽灭菌时，隔离器内部使用风机来均匀分布灭菌剂。调节风机的位置和

方向，保证适宜的气流分布。

 架子、设备、手套、袖子装置和半身衣，会影响气流分配模式，因此必须

对隔离器满载状态下的气流分布进行检测，物品的摆放情况要进行详细描

述并以文件形式记录。
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灭菌循环验证

 使用传递仓对物料进行灭菌的隔离器，要制定出传递仓中物品和用具的摆

放情况，审核摆放图并记录。（注意：化学灭菌剂作用在设备表面，因此

，一些被遮盖的设备表面能够残留微生物并存活）。

 达到杀菌剂作用时间后，使用无菌的新鲜空气将杀菌剂从隔离器中移走。

 如果使用向外开放的排风通道，排放系统的气流和安全性应当被检测。

Presentation title in footer | 00 Month 00008



灭菌循环验证

 隔离器内物料装载模式与要求

 开发与验证最坏装载模式下的循环

 尽可能利用传递舱以提高效率

 BI的放置位置需标明

利于试验失败时查找原因

BI放置数量要求：

“根据隔离器体积大小，每立方米放置5-10个BI是足够的，均匀分布于内表面，
以证实杀菌剂的分布均匀性” PDA TR34



 汽化过氧化氢灭菌过程采用的生物指示剂（BI）

菌种：嗜热脂肪芽胞杆菌

ATCC12980或ATCC7953

载体：一般选用玻璃片或不锈钢片

（不能选用滤纸片，滤纸片可能会吸收

灭菌剂导致有一定残留）

D值：由BI供应商提供的数据是可接受的。

如无准确的D值，同时无法证明灭菌剂浓度的有效性，可以使用
半个周期（循环）的方法对整个周期（循环）进行确认。

灭菌循环验证



生物指示剂如何放置？

 指示剂放置于灭菌试剂较难达到的位置，根据气流走向、腔体构造以及初
始验证结果制定，具体原则如下：

（1）距离进气口最远的位置；

（2）由于障碍，气流难以达到的位置；

（3）由于连接管路狭长或弯曲，气流难以达到的位置。
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灭菌循环验证注意事项

 注意灭菌剂浓度较低的地方。

 隔离器满载时需要用更多的生物指示剂进行试验。

 灭菌程序的确定：经过三次连续的验证且能使生物指示剂下降超过6个对

数值。
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隔离器内部洁净度验证

 隔离器内部的洁净环境应进行验证，其悬浮粒子（静态的）和微生物应达

到我国现行GMP 中A 级空气洁净度的要求。

 在灭菌气体灭菌完成后，通过监测灭菌气体的浓度，保证在无菌检测前隔

离器内的灭菌气体残留量低于可接受值。
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悬浮粒子检测
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电磁阀



微生物检测
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采样

消毒



沉降菌取样
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沉降菌检测的注意点：

 摆放位置和高度（防止抑制物质的引入）

加入必要的中和剂（中和过氧化氢等消毒剂）

培养基的脱水问题（摆放时间的验证）



接触皿取样
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 接触碟水平采样方法：培养基表面应与采样点

接触不少于 10s，向整个接触表面施加恒定均

匀的压力（如施加的质量约为 25g/cm2），不

得有环形或线性运动。装置有接触并拿开后，

要加盖并尽快用适当的培养条件培养

——ISO 14644



擦拭取样

 棉签擦拭法是接触碟法的补充，用于不规则表面的微生物监测，特别是设备

的不规则表面。

 棉签擦拭法是采用合适尺寸的无菌模板确定擦拭的面积，取样后，棉签置合

适的缓冲液或培养基中，充分振荡，再用平皿涂布法或平皿浇注法计数。

 每个棉签取样面积为约25 cm2，微生物计数结果以CFU/棉签报告。
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隔离器的清洁能力

通过适当的隔离器设计来提高隔离器的清洁能力。

考虑的方面包括：

 清洁是手动完成还是自动完成？

 不和产品接触的表面是否要清洁，以及清洁到什么程度？

 在清洁过程中如何保护过滤器？

 如何更换可能污染的过滤器？

 如何清洁非一次性物件？

 如何清洁不和产品接触的表面？
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隔离器清洁

隔离器设计点：

 可用清洁剂的光滑表面

 没有平坦的凸起和表面

 尽少使用易吸收的物料

 有保护过滤器的设计

 容易进入所有要清洁的场所

 在不暴露的情况下可以检查内表面的清洁度
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隔离器清洁流程

1. 将所有产品物料和一次性物品保存在封闭容器中

2. 清洁操作设备，将任何要清洁的部件保存在容器中

3. 在隔离器关闭状态下清洁隔离器内表面和容器外表面

4. 将容器移走

5. 额外的内部清洁

6. 重新安装已清洁的设备和部件
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WFI清洗

擦拭，风干

无菌异丙醇擦拭



隔离器的应用



隔离器的应用

包装
完整性

VHP侵入试验（CI或BI）

促生长试验

无菌状态
维持

空气取样

表面取样

手套完整性监测

无菌检验
结果的解释

阳性结果的调查分析

安全与培训 操作、维护、安全等相关培训



包装完整性验证

 灭菌气体在灭菌循环过程中对某些透析包装物会产生不利影响，可能造成

对微生物生长的抑制。

 操作人员应证实暴露于灭菌气体中的供试品包装容器及无菌检查过程中所

用的器材、稀释剂、培养基，不会由于灭菌气体的渗透而影响供试品中低

水平微生物污染的检出。

Presentation title in footer | 00 Month 000025

假阴性



包装完整性验证

 当灭菌气体存在渗入产品容器、实验辅助材料、培养基或稀释液的潜在风

险时，操作人员可采取适当的措施，尽量减少灭菌剂进入包装或向容器中

渗透，如：选用耐渗透的包装材料或将物料放入无菌的密闭容器中，但所

采取的措施应避免造成灭菌死角。
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 带旋转帽的管状容器、胶塞密封的小瓶、卷曲的褶皱已经被证明能够降

低杀菌剂的穿透力。

 金属箔包装并且密封的容器能够防止杀菌剂的进入。

—— USP 1208



包装完整性验证

 通过降低灭菌剂浓度及缩短灭菌周期，来降低灭菌剂浸入包装和容器内。

 无菌检验前，使用杀菌剂处理产品包装表面，来减少物品表面微生物的负

荷量。使用杀菌剂处理产品包装时，应证明该过程不会对产品中低水平污

染的微生物造成影响，不会影响检验结果。

 用化学和微生物挑战试验来检测包装物对污染的抵制能力。经隔离器全部

的灭菌过程后，需进行杀菌剂抑制细菌和真菌情况的验证（参照无菌检查

法（通则1101））。
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包装完整性验证怎么做？

套筒：

1、最大灭菌次数：将套筒放在隔离器中进行两个90min的过氧化氢消毒，平行做一
个放在密闭容器中能够防止过氧化氢渗透的套筒作为对照。

2、保持时间：1套立即进行促生长能力测试，1套放置7个月后进行促生长能力测试

3、促生长能力测试：加入100ml TSB到套筒中，然后转移至阳性室，加入含10～
100CFU的菌液， 32.5 °C ±2.5 °C培养观察。

试验菌株：参照无菌检查，也可选择对过氧化氢比较敏感的表皮葡萄球菌。

培养基：

操作同套筒，消毒结束后拿到阳性室接种10～100CFU的菌悬液，培养观察。
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隔离器内部环境的无菌维持

 隔离器内部环境在操作周期内的无菌维持需要经过验证。

 隔离器内的微生物监控，可通过对灭菌后的第一天和无菌保持期的最后一

天的采样，并对采样进行培养，通过周期性的采样分析，实现隔离器内无

菌保持情况的验证。

 隔离系统出现故障或者由于偶然因素引起的微生物污染必须进行检测。

 隔离器内部表面可采用平面接触碟、不规则的表面可采用拭子搽拭进行微

生物监控，由于培养基残留会使隔离器产生染菌的风险，因此，最好在检

验完成后进行微生物监测，如果试验中有培养基残留，应清理干净。
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无菌维持

 检验用具和样品进入隔离器的过程最可能造成微生物的污染，所有进入的物品

要进行无菌验证，另外，垫圈应定期检查，确保其完整，避免微生物的进入。

 微生物污染源：手套和半身衣，尤其是用于处理无菌检验物品的手套

 试验用的手套应保持其完整性，使用时，在拉伸情况下，即可发现手套上微小

的破损；如果使用检测仪对手套进行检测，检测条件要尽可能与手套使用时的

条件一致。
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无菌维持

 微生物检测：将手套浸入 0.1%的蛋白胨水溶液中，然后采用薄膜过滤法

过滤0.1%的蛋白胨水溶液，取出滤膜进行培养，根据是否生长微生物判

定检测手套的完整性。

 隔离器内部可进行连续的尘埃粒子检测，快速检测到过滤器的泄露，也可

使用便携式的尘埃粒子检测器进行周期检测。
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无菌状态维持与环境监测

建立隔离器内部空间的监测系统和程序：

环境物理监测：尘埃微粒、压差等

环境微生物监测：

1）主动空气取样（浮游菌）

2）被动空气取样（沉降菌）

3）表面取样（棉签、接触碟）

4）手套测试（棉签、指印）



环境物理监测

1）尘埃粒子检测

确认HEPA的有效性，非层流隔离器注意自净方法；

计数器不能放入舱内，应通过采样管采样。

2）压差

3）换气量、风速（有要求时）

4）温度、湿度



系统内环境微生物监测

培养基要求：

 一般采用广谱培养基TSA     

 最好含卵磷酯等抗VHP的中和剂；所用平板最好用抗VHP包装的经辐射

灭菌，以避免VHP残留对培养基灵敏度造成的不良影响。

注意：灵敏度有限，监测结果要求不得有微生物生长。



系统内环境微生物监测

适用 不适用



取样点如何选择？

– 容易遭受微生物污染，最有可能对试验结果造成负面影响；

– 微生物最容易繁殖；

– 清洁、灭菌或者消毒的过程中最难以达到的区域；

– 有助于污染的扩散的活动；

– 关键操作点
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Thank You!


