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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。

本文件由国家药品监督管理局提出。

本文件由全国医用输液器具标准化技术委员会（SAC/TC 106）归口。

本文件起草单位：山东省医疗器械和药品包装检验研究院、

本文件主要起草人：
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医药工业洁净室（区）表面微生物的测试方法

1 范围

本文件规定了医药工业洁净室（区）表面微生物的测试方法。

本文件适用于医药工业洁净室（区）洁净厂房、洁净实验室等的房间、设备、人员（洁净服、手套

等）的表面微生物测试。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

中华人民共和国药典

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

4 概述

表面微生物测定是对环境、设备和人员的表面微生物进行监测，目前主要的测试方法为接触碟法（直

径55mm），用于对规则表面或平面进行取样。

擦拭法、表面淋洗法、柔性薄膜法作为接触碟法的补充，相关测试方法指南见附录A。

5 人员要求

洁净室（区）的测试人员应接受卫生和微生物学基础知识等相关专业知识的培训并获得相应资格后

才能履行对洁净室（区）测试的职责。应使测试活动对洁净室（区）的干预降至最低。

6 主要仪器设备

培养箱、压力蒸汽灭菌器等，应定期对其进行校准或检定。

7 培养基
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一般选择胰胰酪大豆胨液体培养基琼脂培养基（TSA），当监测结果有疑似真菌或考虑季节因素影

响时，可增加沙氏葡萄糖琼脂培养基(SDA)。

培养基应符合《中华人民共和国药典》的相关要求。在进行培养基适用性检查时，应采用“10.3

培养计数”中的培养方案。

8 方法适用性试验

应进行方法适用性试验，以确认所采用的方法适合于该洁净室（区）的表面微生物测试。若测试方

法或洁净室（区）条件发生变化可能影响测试结果时，应重新进行适用性试验。方法适用性试验指南见

附录B。

9 测试条件

应在操作结束或批生产完成后开始测试。

表面微生物测试前，被测试洁净室的温湿度、静压差、换气次数、空气流速必须控制在规定值内。

10 测试方法

10.1 确定采样点

应基于洁净度级别、洁净室布局、产品类别、生产工艺、人流、物流、洁净室历史数据（若有）等

因素进行风险评估，以确定采样点位置和采样点数量。

采样点位置和采样点数量示例见表1

表1 洁净室（区）表面微生物采样点位置与采样点数量示例

采样点位置 采样点数量

与产品直接接触的位置 两个点

墙壁 两个点

门正、反面 各一个点

门把手 一个点

设备外表面 两个点

地板（人员活动处） 两个点

手套（左右手，主要监测双手的五指指尖和手掌） 各一点

洁净工作服（帽子、袖口、肘部、拉链、胸部等） 至少五个点

鞋套 一个点

口罩（外表面） 一个点

10.2采样步骤

采用接触碟法取样时，打开碟盖，无菌培养基表面与采样面直接接触，均匀按压接触碟底板，确保

全部琼脂表面与取样点表面均匀充分接触，接触约5秒钟，再盖上碟盖。取样后，需要立即用适当的清

洁剂擦拭被取样表面，以除去残留琼脂。五指手套指尖选用接触碟法时，被检人员五指并拢，从于指尖

处开始平均压力按在培养基表面上约5秒钟。每碟取样面积约为25cm
2
。
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10.3培养计数

采样结束后，将培养皿倒置于培养箱中进行培养。

对于环境微生物种群不确定的情况下，可先在20℃～25℃培养2天～3天后再转移至30℃～35℃培养

3天～4天。宜根据环境污染微生物历史数据及种群特性调整培养方案。

用肉眼对培养皿上所有的菌落直接计数标记或在菌落计数器上点计。若培养皿上有2个或2个以上的

菌落重叠，可分辨时仍以2个或2个以上菌落计数。

10.4结果报告

微生物计数结果以cfu/碟报告。

10.5阴性对照试验

取同批次制备的培养皿作为阴性对照，与采样培养皿同法操作但不进行暴露采样，培养后阴性对照

培养皿应无菌生长，否则测试无效。

11 试验报告

测试报告应包含以下内容：

a) 测试洁净室(区)名称、地址；

b) 测试洁净室(区)占用状态；

c) 测试洁净室(区)环境条件；

d) 测试洁净室(区)人数；

e) 生产时间

f) 测试人数；

g) 测试时间；

h) 测试依据；

i) 采样方式

j) 采样频率；

k) 采样点数目及布置图；

l) 培养基种类、培养条件、培养时间；

m) 每个采样点表面微生物浓度。
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附录 A 采样方法指南

（资料性附录）

B.1 概述

接触碟法、擦拭法、表面淋洗法、柔性薄膜法均能提供表面微生物监测数据，可评估医药工业洁净

室（区）环境质量。方法需适用于被取样表面的类型，并且能够取样。

B.2 擦拭法

擦拭法可以对不适用于接触碟法的设备和不规则表面进行取样。

擦拭法使用的拭子可以由涤纶、尼龙或藻酸钙等物质组成，并且以棉束或纺纱材料的形式进行生产。

用 0.9%氯化钠溶液、pH7.0 氯化钠-蛋白胨缓冲液或其他经验证的洗脱液浸湿的无菌拭子擦拭取样

点外表面 25cm
2
的范围，来回涂擦 5 次，翻转取样棉签，再与前次擦拭移动方向垂直来回涂擦 5次。取

样过程尽可能采用固定力度、擦拭速度和擦拭线路。门把手等小型物体采用拭子直接涂抹物体采样。五

指手套选用擦拭法时，被检者五指并拢，用洗脱液浸湿的无菌拭子在双手指曲面从指跟到指端往返涂擦

2次。

根据取样后对拭子的处理方式，擦拭法可以提供定性或定量的结果。定性方法是取样后直接将拭子

放入液体培养基中。定量方法是取样后，折断拭子手柄部分，将拭子置于洗脱液中，充分振荡得到供试

液。取供试液，采用适宜的方法在培养基上按照《中国药典》通则 1105 进行供试品中微生物的回收。

B.3 表面冲洗法

这个方法推荐使用在对内表面有微生物污染水平要求的大面积的区域。此方法适用反应器、设备、

轨道和罐体。通常使用无菌水与内表面进行接触然后对其进行收集和测试。由于样品量较大，通常使用

膜过滤法对淋洗水进行测试。

B.4 柔性薄膜法

该方法是使用含有培养基的柔性薄膜，与以接触碟法类似的方式进行取样。这些薄膜也能提供一个

规定的取样区域。将培养基薄膜的表面按压在一个平面上，以旋转滚动的方式，从而确保完全接触到柔

性薄膜。将薄膜放置在培养箱中按验证过的时间进行培养。在培养结束后对生长的菌落进行计数。如同

接触碟一样，柔性薄膜会在取样表面上留有培养基残留，也必须去除。
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附录 B 方法适用性试验指南

（资料性附录）

A.1 概述

本附录为表面微生物测试方法适用性试验的设计提供指南。相较于空气微生物测试，洁净室（区）

消毒中和剂的残留对表面微生物测试结果具有重要影响，应进行方法适用性试验确认消毒剂不会影响微

生物的回收。

A.2 试验组

A.2.1 接种微生物

一般使用《中华人民共和国药典》推荐的标准菌株进行，必要时可加入从环境分离的具有代表性的

菌株。从环境分离的具有代表性的菌株可包含革兰氏阳性杆菌、革兰氏阳性球菌、丝状霉菌或酵母、革

兰氏阴性杆菌。

按照 10.2 采样步骤进行采样后，将微生物接种接触碟表面。接种菌数量宜小于 100cfu,以测试采

样培养皿对较低数量微生物的促生长能力。接种体积宜不大于 0.1mL。

A.2.2 微生物回收

按照拟定好的培养条件和培养时间进行微生物回收。

A.3 菌液对照组

与试验组 A.2 同法操作，接种微生物，不进行表面微生物采样。

A.4 本底对照组

与试验组 A.2 同法操作，不接种微生物，进行表面微生物采样。

A.5 计算回收率

采用如下公式计算回收率：

回收率 =
试验组 − 本底对照组

菌液对照组
× 100%

A.6 结果判断

每种接种微生物的回收率均应处于 50%～200%。
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