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无菌工艺模拟试验指南（无菌制剂）

1. [bookmark: _Toc451518313][bookmark: _Toc451518490][bookmark: _Toc451520114][bookmark: _Toc451521244][bookmark: _Toc464030807][bookmark: _Toc464030868][bookmark: _Toc464031033][bookmark: _Toc464031389][bookmark: _Toc464041781][bookmark: _Toc448829181][bookmark: _Toc448844611]目的
 为指导和规范无菌制剂生产企业开展无菌工艺模拟试验，充分评价无菌制剂产品生产过程的无菌保障水平，确保无菌制剂的安全性，依据《药品生产质量管理规范》（2010版）及附录，制定本指南。
2. [bookmark: _Toc451518315][bookmark: _Toc451518492][bookmark: _Toc451520116][bookmark: _Toc451521246][bookmark: _Toc464031034][bookmark: _Toc464031390][bookmark: _Toc464041782]定义
    本指南所述的无菌工艺模拟试验，是指采用适当的培养基或其他介质，模拟制剂生产中无菌操作的全过程，评价该工艺无菌保障水平的一系列活动。
3. [bookmark: _Toc451518314][bookmark: _Toc451518491][bookmark: _Toc451520115][bookmark: _Toc451521245][bookmark: _Toc464031035][bookmark: _Toc464031391][bookmark: _Toc464041783]范围
3.1. [bookmark: _Toc464031392][bookmark: _Toc464041784]本指南涵盖了无菌工艺模拟试验的基本要求、不同工艺模式的相应要求、试验的基本流程等内容，适用于无菌制剂的无菌工艺验证。
3.2. 本指南所述条款是在现有无菌工艺技术基础上提出的相关要求，旨在规范企业开展无菌工艺模拟试验活动。在科学的基础上，鼓励新技术、新设备的引入，进一步提高无菌制剂的无菌保障水平。
4. 原则
    在对无菌生产工艺充分认知和生产经验累积的基础上，应结合工艺、设备、人员和环境等要素定期开展无菌工艺模拟试验，以确认无菌生产过程的可靠性，同时也为企业及时识别风险，进而改进无菌控制措施提供数据支持。开展无菌工艺模拟试验应遵循以下原则：
4.1. 对无菌生产过程实施风险评估，识别生产过程风险点，评估结果应在试验方案设计时给予考虑。
4.2. 应充分考虑硬件装备水平与无菌风险的关联性，结合无菌生产过程所涉及到的工艺、设备、人员以及操作时限等因素针对性开展模拟试验。尽可能模拟实际无菌生产全过程。应特别关注“开放”操作、人工干预等高风险过程。
4.3. 如在同一生产线生产不同剂型和容器规格的产品，应考虑模拟试验方案对各产品无菌工艺过程的适用性。应对有显著差异的无菌工艺过程开展模拟试验。
5. [bookmark: _Toc464031037][bookmark: _Toc464031394][bookmark: _Toc464041786]无菌制剂生产工艺及模拟范围
    无菌生产工艺通常包含：经除菌过滤或其他方法获取无菌药液或无菌粉末，在无菌条件下进行液体灌装或粉末分装，容器密封。冻干制剂在液体灌装的基础上增加了冷冻干燥过程。
    无菌工艺模拟试验应从无菌操作的第一步开始，直至无菌产品完全密封结束。如果在产品制备阶段采用了无菌工艺，此部分工艺也应作为模拟验证的一部分。对于全过程无菌生产（如配制后不能除菌过滤）的产品，无菌工艺模拟还应涵盖原液配制、半成品配制等无菌操作过程。企业应根据风险评估确定无菌工艺模拟试验的起始工序。
6. [bookmark: _Toc464031038][bookmark: _Toc464031395][bookmark: _Toc464041787]模拟试验方案的设计及实施过程要求
    模拟试验是一个系统性工程，通过模拟无菌生产工艺全过程，证实生产过程中无菌保障措施的有效性。应从以下几方面关注模拟试验的设计与实施：
6.1. [bookmark: _Toc464031396][bookmark: _Toc464041788]无菌工艺模拟试验的前提条件
    在无菌工艺模拟实验之前应确认与无菌工艺相关的支持性系统和灭菌系统的验证已完成，并达到了可接受的标准。
6.1.1. [bookmark: _Toc464031397][bookmark: _Toc464035499][bookmark: _Toc464041789]工艺设备、公用系统和辅助设施已按照预期完成了安装确认、运行确认及与无菌生产有关的性能确认。
6.1.2. [bookmark: _Toc464035500][bookmark: _Toc464041790]已对工艺设备、公用系统、辅助设施的灭菌方法完成了相应的验证。物料及厂房、设施所使用消毒剂及消毒方式完成了相关的验证。
6.1.3. [bookmark: _Toc464035501][bookmark: _Toc464041791]已经完成了药液及与产品接触的气体、设备组件及容器的灭菌（除菌）方法验证。
6.1.4. [bookmark: _Toc464035502][bookmark: _Toc464041792]无菌生产区域的气流及环境达到了设计要求，并能稳定运行。
6.1.5. [bookmark: _Toc464035503][bookmark: _Toc464041793]根据无菌生产工艺要求建立了相关受控操作文件。
6.1.6. [bookmark: _Toc464035504][bookmark: _Toc464041794]参与无菌工艺模拟试验的人员接受了药品GMP、无菌操作、微生物知识以及实施模拟试验的培训。
6.1.7. [bookmark: _Toc464035505][bookmark: _Toc464041795]进入无菌洁净区的全部人员通过了更衣程序的确认，并采用文件或其他措施，确认了每位参与者可进入的区域和其所允许的无菌操作项目。
6.2. [bookmark: _Toc464031398][bookmark: _Toc464041796]基于风险的方案设计
    模拟试验方案设计应结合无菌生产工艺，尽量与实际无菌操作过程保持一致，以求试验结果真实反映生产过程的无菌保障水平。
6.2.1. 无菌生产工艺的风险评估
    无菌生产工艺的设计基于对产品特性、工艺技术和无菌保证措施的认知和经验的累积。设计模拟试验方案前应对无菌生产过程开展系统性风险评估，以充分识别无菌生产过程中潜在风险点。
6.2.2. 模拟试验方案设计时，应重点考察和评估高风险的无菌操作过程。无菌生产工艺的暴露操作是影响最终产品无菌特性的重要环节，如设备（或管道）的无菌连接、无菌容器的转运和更换、灌装等关键操作。模拟试验方案设计应考察以上过程无菌保证措施的有效性。
6.2.3. 证实无菌操作人员能满足无菌生产要求，是实施模拟试验的目的之一。进行模拟试验方案设计时，应结合工艺过程中的“开放”环节，重点考察有人员参与的关键操作，评价人员无菌操作素养和防护措施的可靠性。
6.3. [bookmark: _Toc464031399][bookmark: _Toc464041797]模拟介质的选择与评价
6.3.1. [bookmark: _Toc448829193][bookmark: _Toc448844631][bookmark: _Toc450205862]模拟介质的选择
	  应结合被模拟产品的特点以及模拟介质的可过滤性、澄清度、灭菌方式等选择合适的模拟介质。不应选择明显具有抑菌性的模拟介质，以确保模拟试验结果的可信度。通常可采用的模拟介质包括促进微生物生长的培养基和安慰剂。
6.3.2 培养基的选择
6.3.2.1 胰酪大豆胨液体培养基（TSB）是一种广谱性培养基，特别对无菌工艺环境中源自人体的细菌、芽孢和真菌有良好的促生长效果，是无菌工艺模拟试验常用的培养基。
6.3.2.2 如果产品需充入惰性气体、储存在无氧条件，无菌操作在严格的厌氧环境中进行时（即氧气浓度低于0.1%），应考虑采用厌氧培养基，如硫乙醇酸盐液体培养基（FTM）。在厌氧的无菌工艺环境监控中反复发现厌氧微生物或在产品无菌检查中发现厌氧微生物时，需评估增加厌氧培养基。
6.3.2.3 用于模拟抑菌性产品的培养基，需评估抑菌性产品残存对其促生长能力及模拟试验结果的影响。
6.3.2.4 对于包含动物来源成分的培养基，应考虑培养基引入外源性病毒污染的风险。如BSE（可传染性海绵脑病）/TSE（疯牛病）的风险。
[bookmark: _Toc448829194][bookmark: _Toc448844632][bookmark: _Toc451518360][bookmark: _Toc451518537][bookmark: _Toc464031400]6.3.3 培养基的配制
6.3.3.1. 模拟试验的培养基应在控制区域进行准备。需注意培养基粉尘在环境中的扩散，以及设备表面的残留引发的微生物滋生。通常按照最终培养浓度3%的要求配制培养基。配制后的培养基应尽快灭菌或除菌过滤。
6.3.3.2. 培养基在模拟试验前应恢复至室温，即用型无菌液体培养基储存条件和使用条件可遵循生产商要求。
6.3.4. [bookmark: _Toc464031401]培养基的除菌与灭菌
6.3.4.1. 除菌过滤
    在培养基选择阶段应考虑其过滤性。由于培养基的特性与药液有差异，培养基除菌过滤的滤器型号可与产品使用的过滤器不同。如因颗粒或生物负载较大等原因引起除菌过滤器的堵塞时，可增加预过滤步骤。
 需考虑降低非无菌培养基中细菌和霉菌生长的风险，以避免微生物生长导致培养基过滤性能降低。针对以上情况应进行风险评估并采取合理应对措施。
6.3.4.2. 湿热灭菌
6.3.4.2.1. 采用在线灭菌或灭菌釜湿热灭菌方式时，应考虑避免受热不均匀或灭菌不充分现象。应对该灭菌方式进行风险评估和验证。
6.3.4.2.2. [bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]灭菌过程应遵循生产商推荐的灭菌时间和温度的建议，并对灭菌过程予以确认。确保灭菌后培养基的促生长能力，避免过度灭菌使培养基碳化造成其促生长性能的降低。为避免过度加热可采用湿热灭菌与除菌过滤联合使用的方式，但均应进行促生长能力试验。
6.3.4.3. 辐照灭菌
    使用辐照灭菌的培养基粉末，应在无菌环境下进行无菌配制等操作。辐照灭菌过程应经验证，并在产品质量报告中体现验证中所用的菌种和剂量等信息。
6.3.5. 培养基促生长能力试验
6.3.5.1. 应在无菌工艺模拟试验前及14天培养后按照现行中国药典方法对培养基进行促生长能力试验。
6.3.5.2. 促生长能力试验使用的菌种包括：白色念珠菌（CMCC98001）、黑曲霉（CMCC98003）、枯草芽孢杆菌（CMCC63501）、金黄色葡萄球菌（CMCC26003）、铜绿假单胞菌（CMCC10104）和生孢梭菌（CMCC64941）等。除标准菌株之外，还应考虑加入环境和无菌检查中发现的典型微生物。促生长试验接种量应不大于100CFU，按照中国药典要求培养，以证明培养基能够支持微生物的生长。
6.3.6. [bookmark: _Toc464031402]其它模拟介质的选择及评价
6.3.6.1. 其它模拟介质的选择
[bookmark: _Toc464029477][bookmark: _Toc464030869][bookmark: _Toc464031039][bookmark: _Toc464031403]	 无菌粉末产品及特殊剂型产品，如悬浊液、软膏/乳膏/乳液/凝胶等，在无菌工艺模拟试验中会使用其它模拟介质，如安慰剂、赋形剂等。应根据剂型特点、生产工艺及设备选择适当的模拟介质。
    模拟介质的流动性应类似于被模拟产品，易于进行灌装/分装等工艺操作。模拟介质还应具有易于灭菌，无抑菌性，易溶解等特性。常用模拟介质有聚乙二醇、乳糖、甘露醇、氯化钠、凡士林等。模拟介质的灭菌过程应经验证并提供相关报告，其内容包括灭菌方式对模拟介质特性有无不良影响，灭菌后的无菌性。模拟介质的包装形式应与被模拟物的包装形式一致。
6.3.6.2. 其它模拟介质的评价
    在使用模拟介质前应对其适用性进行确认，包括无菌试验、抑菌试验、溶解度试验等。抑菌试验通常使用枯草芽孢杆菌（CMCC63501）和白色念珠菌（CMCC98001）。除此之外，还应考虑加入环境和无菌检查中发现的典型微生物。无菌模拟介质由无菌注射用水分散，然后加入到无菌培养基中，达到模拟工艺选用的浓度范围。然后在每份培养基中接种10-100CFU。阳性对照接种到不含无菌模拟介质的试管中，在20-25℃培养7天所有试管应明显浑浊。
6.4. [bookmark: _Toc448844629][bookmark: _Toc451518350][bookmark: _Toc451518527][bookmark: _Toc464031405][bookmark: _Toc464041798]灌装数量及模拟持续时间
6.4.1. 无菌工艺模拟灌装数量应足以保证评价的有效性及完成模拟方案中设计的各种干预活动。应通过风险评估对所设计的灌装数量、持续时间、模拟方式、预期收率作出合理说明。
6.4.2. 生产批量小于5000支，模拟灌装批量至少与生产批量相同；产品的生产批量在5000支至10000支，模拟灌装数量应与产品实际的生产批量相当；大规模生产，即产品的生产批量大于10000支，最低模拟灌装数量应不得低于10000支，且一般不低于产品实际生产批量的10%。如采用密封性生产设备，经评估可适当降低模拟数量。
6.5. [bookmark: _Toc464031404][bookmark: _Toc464041799]容器装量
    容器中培养基灌装量应考虑适宜微生物生长的需要和容器内表面覆盖的要求，灌装量不必与产品相同，通常应能达到容器体积的1/3～1/2，即可保证产品通过倒置和旋转接触到所有内表面并有足够的氧气支持微生物的生长，以利于对培养基的观察。
6.6. [bookmark: _Toc464041800][bookmark: _Toc448844630][bookmark: _Toc464031406]模拟试验方法的选择
[bookmark: _Toc464041801]    大规模生产时，模拟试验方法可采用以下几种方式：
6.6.1. [bookmark: _Toc451518355][bookmark: _Toc451518532]培养基与空瓶切换
    模拟试验的持续时间和实际生产相当，培养基灌装数量少于实际批量，模拟试验在培养基灌装和空瓶运行间切换。在正常生产条件下应模拟灌装足够数量的培养基瓶子，以保证能够准确反映实际生产的污染风险。在灌装培养基期间应模拟所有类型和规定数量的干预。模拟试验应包含生产的初始、结束阶段和干预发生的时刻。在不灌装培养基期间，灌装线穿插运行空容器。该方式能全面评估人员、操作和生产环境。
6.6.2. [bookmark: _Toc451518356][bookmark: _Toc451518533]培养基与无菌注射用水切换
    模拟试验的持续时间和实际生产相当，培养基灌装数量少于实际批量，模拟验证在培养基灌装和注射用水灌装间切换。此种方式比实际生产更复杂，同时存在注射用水稀释部分培养基导致促生长性能下降的风险，应通过促生长试验证明其有效性。
6.6.3. [bookmark: _Toc451518357][bookmark: _Toc451518534]培养基灌装与设备空转的切换
    模拟试验的持续时间和实际生产相当，培养基灌装数量少于实际批量，模拟试验在培养基灌装和设备空转运行间切换。应模拟足够数量的培养基产品，以保证能够准确反映实际生产的污染风险。在灌装培养基期间应模拟所有类型和规定数量的干预。模拟试验应包含生产的初始、结束阶段和干预发生的时刻，在不灌装培养基期间灌装线继续空转运行，模拟正常生产操作状态。该方式也能全面评估人员、操作和生产环境。
6.6.4. 生产结束后模拟
[bookmark: _Toc445383787][bookmark: _Toc448829185][bookmark: _Toc448844615][bookmark: _Toc451518323][bookmark: _Toc451518500][bookmark: _Toc464031407][bookmark: _Toc464041802]    在一批产品生产结束后，不经拆卸、清洁、消毒、灭菌等工作，直接进行培养基灌装。此方式仍应对设备组装、启动和开始灌装进行模拟，并有足量的培养基冲洗产品管路以除去残留的产品，并通过足够的试验证明培养基的促生长特性。对微生物生长有抑制性的产品，应对接触产品表面的所有部件进行更换。
6.7.  最差条件的选择
    最差条件并不是指人为创造的超出允许范围的生产状况和环境。为了确认无菌工艺风险控制的有效性，应通过风险评估并结合无菌生产工艺、设备装备水平、人员数量和干预等因素来设计模拟试验最差条件。包括但不限于以下方面：
6.7.1. [bookmark: _Toc451518326][bookmark: _Toc451518503][bookmark: _Toc464029478][bookmark: _Toc464030870][bookmark: _Toc464031040][bookmark: _Toc464031408][bookmark: _Toc464041803]人员
[bookmark: _Toc464029479][bookmark: _Toc464030871][bookmark: _Toc464031041][bookmark: _Toc464031409][bookmark: _Toc451518327][bookmark: _Toc451518504]    应充分考虑人员及其活动对无菌生产工艺带来的风险，如模拟生产过程的最多人数，当操作人员数量减少可能导致其它方面污染风险增加时，则此类条件也视为最差条件之一。参与人员应包括日常参与到无菌生产的全部人员，如生产操作、取样、环境监测和设备设施维护人员，同时应考虑以上人员交叉作业、班次轮换、更衣、夜班疲劳状态等因素。
6.7.2. [bookmark: _Toc464029480][bookmark: _Toc464030872][bookmark: _Toc464031042][bookmark: _Toc464031410][bookmark: _Toc464041804]工艺时间
[bookmark: _Toc464029481][bookmark: _Toc464030873][bookmark: _Toc464031043][bookmark: _Toc464031411]    应适当考虑模拟实际生产操作过程中房间、设备、物料消毒或灭菌后放置的最长时间及最长的工艺保留时限等，如设备设施、分装容器、无菌器具灭菌后最长的放置时间等。
6.7.3. [bookmark: _Toc451518328][bookmark: _Toc451518505][bookmark: _Toc464029482][bookmark: _Toc464030874][bookmark: _Toc464031044][bookmark: _Toc464031412][bookmark: _Toc464041805]灌装速度
[bookmark: _Toc464029483][bookmark: _Toc464030875][bookmark: _Toc464031045][bookmark: _Toc464031413]	 模拟试验应涵盖产品实际灌装速度范围，基于无菌风险的角度分析评价灌装速度对工艺过程及其他方面的影响程度，如采用最慢的灌装速度、最大的容器用以模拟最长暴露时间；也应考虑采用最快的灌装速度、最小的容器，用以模拟最大操作强度/难度。
6.7.4. [bookmark: _Toc451518329][bookmark: _Toc451518506][bookmark: _Toc464029485][bookmark: _Toc464030877][bookmark: _Toc464031047][bookmark: _Toc464031415][bookmark: _Toc464041806]环境
[bookmark: _Toc464029486][bookmark: _Toc464030878][bookmark: _Toc464031048][bookmark: _Toc464031416]    模拟试验挑战的最差环境应考虑选择单批产品无菌生产周期末端、间歇式生产的空调系统重新开启后或连续生产期间周期性灭菌最长的时间间隔。无菌工艺模拟试验期间的环境及器具的消毒处理应依据正常生产期间的消毒方法进行，避免消毒剂的过度使用。
6.7.5. [bookmark: _Toc464029487][bookmark: _Toc464030879][bookmark: _Toc464031049][bookmark: _Toc464031417][bookmark: _Toc464041807]如是再验证，应考虑挑战无菌生产周期的末端。日常生产中，针对微生物污染事件而制定了纠正措施。在模拟试验时，可对纠正措施的有效性给予确认。
6.8. [bookmark: _Toc445759775][bookmark: _Toc448829186][bookmark: _Toc448844619][bookmark: _Toc451518334][bookmark: _Toc451518511][bookmark: _Toc464031418][bookmark: _Toc464041808]干预
6.8.1. [bookmark: _Toc451518335][bookmark: _Toc451518512]概念
[bookmark: _Toc464029488][bookmark: _Toc464030880][bookmark: _Toc464031050][bookmark: _Toc464031419]    干预是指由操作人员按照相关规定参与无菌工艺生产的所有操作活动。干预可分为固有的干预和纠正性干预。固有干预是指常规和有计划的无菌操作，如装载胶塞，环境监控，设备安装等；纠正性干预则是指对无菌生产过程的纠正或调整，如生产过程中清除破碎的瓶子，排除卡住的胶塞，更换部件、设备故障排除、手工加塞等。
6.8.2. [bookmark: _Toc451518336][bookmark: _Toc451518513]原则
[bookmark: _Toc464029489][bookmark: _Toc464030881][bookmark: _Toc464031051][bookmark: _Toc464031420]    应对无菌生产过程中各种允许的干预活动进行文件化管理，明确规定正常生产中允许的干预活动。模拟试验中干预设计应与实际的生产活动保持一致，模拟试验不应挑战不合理的干预，以证明其合理性。在模拟试验方案中应制定干预清单和实施计划，模拟试验时逐一实施并记录。
6.8.3. [bookmark: _Toc451518338][bookmark: _Toc451518515]模拟类型及频次
6.8.3.1. 无菌模拟试验方案中应明确规定固有干预、纠正性干预（如维修、故障停机、设备调试）的频次、类型及复杂程度（如简单干预：倒瓶剔除等；复杂干预：灌装机泵及针头装配、设备故障维修等）。
6.8.3.2. 固有干预及经常发生的纠正性干预一般应在每次模拟中都实施，偶发性的干预可周期性地模拟，如无菌生产过程意外暂停或重启、无菌状态下设备、设施偶发故障排除等。
6.8.3.3. 模拟试验应设计并实施足够数量的纠正性干预，干预频次的设计应考虑生产过程按比例覆盖模拟试验的全过程。
6.8.3.4. 对于无菌取样、调整装量和重复密封过程，均应考虑在分装的前、中、后阶段进行。
6.8.4. [bookmark: _Toc451518339][bookmark: _Toc451518516]人员
[bookmark: _Toc464029490][bookmark: _Toc464030882][bookmark: _Toc464031052][bookmark: _Toc464031421]    实施干预的人员（应包括操作、维修人员等）应经过相关的培训和考核，并能按规定的程序实施各种干预。标准化的、简单的固有干预可由部分操作人员实施并据此评价其他人。对于复杂操作，如装配灌装机等，每个从事人员都应在验证过程中模拟，操作条件不应优于日常生产的操作条件。
6.8.5. [bookmark: _Toc451518340][bookmark: _Toc451518517]干预后产品（容器）的处理
[bookmark: _Toc464029491][bookmark: _Toc464030883][bookmark: _Toc464031053][bookmark: _Toc464031422]    实际工艺中如明确规定受干预影响的产品（容器）应从生产线上剔除，在模拟试验时也可剔除。模拟试验时产生的这类产品（容器）可不培养，但不培养的容器应予以记录并评估其合理性。如在干预发生前已经密封，在日常生产中按规定不需要剔除的产品，模拟试验时也应保留、培养并纳入评估。
6.8.6. [bookmark: _Toc451518341][bookmark: _Toc451518518]记录
[bookmark: _Toc464029492][bookmark: _Toc464030884][bookmark: _Toc464031054][bookmark: _Toc464031423]    模拟试验过程中的所有干预必须记录。纠正性干预记录的内容至少应包括纠正性干预的类型、位置、次数；固有干预记录至少包括干预内容和发生频率。
6.9. [bookmark: _Toc464031424][bookmark: _Toc464041809]容器规格
    一条灌装线上有多种规格容器时，应进行风险评估选择模拟的容器。一般选择最小和/或最大尺寸的容器进行培养基灌装模拟试验。当使用特定的容器/胶塞组合存在特别的操作问题，如卡瓶、卡塞，即增加干预的情况，建议单独对其进行工艺模拟验证。通常采用透明的容器代替不透明或棕色的容器。
6.10. [bookmark: _Toc464031425][bookmark: _Toc464041810][bookmark: _Toc448829197][bookmark: _Toc448844635][bookmark: _Toc451518364][bookmark: _Toc451518541]培养与观察
6.10.1. 培养前的容器检查
    模拟试验中密封缺陷产品的剔除工艺应采用日常生产的剔除工艺。除密封缺陷的产品外，其他外观缺陷、灌装量异常的模拟产品也应进行培养。
6.10.2. [bookmark: _Toc448829198][bookmark: _Toc448844636][bookmark: _Toc451518365][bookmark: _Toc451518542]培养条件
6.10.2.1. 在培养前，一般应对模拟灌装产品进行颠倒、轻摇以使培养基接触所有内表面。培养时间至少14天，可选择两个温度进行培养：在20℃-25℃培养至少7天，然后在30℃-35℃培养至少7天。如选择其他培养计划，应有试验数据支持所选培养条件的适用性。在整个培养期间应连续监控培养温度。
6.10.2.2. 如实际生产过程中，分装容器内需要填充惰性气体，在模拟试验过程应考虑用无菌空气替代。替代空气应通过与惰性气体相同的管道系统以确保完全模拟惰性气体的使用过程。如必须采用惰性气体用以模拟厌氧无菌工艺（氧气浓度低于0.1%）及培养厌氧微生物，应确认惰性气体与培养基的组合支持相应微生物的生长。
6.10.3. [bookmark: _Toc448829199][bookmark: _Toc448844637][bookmark: _Toc451518366][bookmark: _Toc451518543]培养后的检查
    培养结束后，应对所有模拟灌装产品逐支进行无菌性检查，通常应在合适的照度下进行目视观察。
    在培养期间，应定期观察培养基的培养情况，如在培养期间发现异常情况时应做进一步调查。
    如在培养后检查中发现密封缺陷的灌装产品，应进行适当的原因调查并采取纠正措施。
    当灌装不透明的容器，应考虑将转移至透明容器观察的可能性，以确保阳性容器的发现。
6.11. [bookmark: _Toc448829200][bookmark: _Toc448844638][bookmark: _Toc451518367][bookmark: _Toc451518544][bookmark: _Toc464031426][bookmark: _Toc464041811]计数与数量平衡
    为保证模拟试验结果的准确性，应对各个阶段的模拟灌装产品进行准确计数：包括灌装、培养前检查、培养后检查的数量等。数量应平衡，如发现不平衡，应调查原因并判断本次模拟试验是否有效。
6.12. [bookmark: _Toc448829203][bookmark: _Toc448844642][bookmark: _Toc451518371][bookmark: _Toc451518548][bookmark: _Toc464031427][bookmark: _Toc464041812]环境（包括人员）监控
6.12.1. 环境监控方案设计
    应通过风险评估确定日常生产环境监控的各要素，如取样点、取样对象、取样频率、警戒和纠偏标准、实施方法等。
    模拟试验时应与日常生产的环境监控方案为基础，模拟生产状况，包括采样仪器、耗材的转移、消毒等，任何异于日常环境监控的情况都应有说明和记录。
    与实际生产工艺相比，模拟实验中的环境监控应考虑增加额外的监测环节。
6.12.2. 环境监控数据处理
[bookmark: _Toc464029493][bookmark: _Toc464030885][bookmark: _Toc464031055][bookmark: _Toc464031428]    环境（包括人员）监控的数据结果用于评估模拟生产过程中的环境条件是否适宜于生产。当模拟试验出现阳性结果时，环境监测数据可用于进行根本原因的调查。
[bookmark: _Toc464029494][bookmark: _Toc464030886][bookmark: _Toc464031056][bookmark: _Toc464031429]    模拟试验时发生的环境偏差并不是模拟试验成功的否决条件，是否通过试验取决于调查的结果。环境监测结果异常时，即使试验结果成功，也应进行必要的调查和纠正。即使最终决定在环境监控结果超出纠偏标准时无菌工艺模拟试验依然通过，也不意味着日常生产可以在同等环境偏差的条件下进行。
6.13. [bookmark: _Toc464031430][bookmark: _Toc464041813]人员因素
    所有被授权在生产时进入无菌灌装间的人员，包括观察人员和维修人员，每年至少参加一次成功的无菌工艺模拟实验，方可参与正常生产的无菌操作。
模拟试验方案的设计、实施及微生物污染调查应有具备微生物方面专业知识的人员参与。
6.14. [bookmark: _Toc448844644][bookmark: _Toc451518388][bookmark: _Toc451518565][bookmark: _Toc464031431][bookmark: _Toc464041814]不同剂型应考虑的特殊因素
6.14.1. [bookmark: _Toc448829205][bookmark: _Toc448844646][bookmark: _Toc451518389][bookmark: _Toc451518566]冻干制剂
6.14.1.1. 冻干过程的进箱、冻干、出箱操作是冻干制剂无菌工艺一部分，因此应在无菌工艺模拟试验中模拟产品的冻干操作过程。冷冻可能使培养基捕获的微生物受损，影响其生长，因此方案设计时应给予考虑和评估。如影响明显，则不推荐模拟冷冻过程。模拟冻干时，必须考虑真空度、维持时间及温度。一定温度下的真空度会使培养基沸腾，应避免这种情况的发生。
6.14.1.2. 模拟冻干操作过程有以下两种模式，企业应基于风险评估设计模拟的方式。
6.14.1.2.1. [bookmark: _Toc451518391][bookmark: _Toc451518568]缩短维持时间模式
    即培养基灌装到容器中，半压塞，将容器转移至冻干机内,在冻干机箱体内部分抽真空，维持真空状态的时间短于实际冻干周期，然后箱体破空（可依据产品特性设计破空次数），在冻干机内完全压塞。
    此模式关注了风险最大的装载和压塞操作，但模拟冻干的时间较短，可能导致污染风险低于正常生产。
6.14.1.2.2. 全程维持时间模式
    即培养基灌装到容器中，半压塞，将容器转移至冻干机内,模拟正常的生产的冻干时间，在冻干机箱体内全部或部分抽真空，箱体破空，在冻干机内完全压塞，转移至下道工序密封。
此种模式为全程模拟，和实际生产一致。但应关注长时间真空可能导致培养基水分挥发过度，可能降低微生物回收率，且较为费时。
6.14.1.3. 应基于风险评估设计模拟试验时培养基在冻干机内放置的位置。
6.14.1.4. 抽真空后，通常应采用无菌空气代替惰性气体平衡腔室压力，以利于TSB培养基支持微生物的生长。
6.14.2. [bookmark: _Toc448829206][bookmark: _Toc448844647][bookmark: _Toc451518394][bookmark: _Toc451518571]悬浊液
6.14.2.1. [bookmark: _Toc448829207][bookmark: _Toc448844650][bookmark: _Toc451518397][bookmark: _Toc451518574]悬浊液用于不溶性无菌产品，如一些抗生素、疫苗和皮质激素。悬浊液模拟应包含悬浊液使用的工艺及相应的无菌操作。
6.14.2.2. 模拟程序应该包括悬浊液生产的特征步骤，如赋形剂的灭菌，无菌粉末的加入和悬浊液的混合等。与液体制剂模拟差别最大之处在于无菌条件下，将无菌模拟介质粉末加入到液体制剂过程。
6.14.2.3. 悬浊液的无菌操作与溶液制剂的无菌操作方法类似，但由于悬浊液剂型配制的步骤，会相应增加搅拌器、缓冲罐、管路以及相应的无菌操作等特别之处。上述步骤均应在模拟试验中体现。
6.14.3. 软膏/乳膏/乳液/凝胶
6.14.3.1. 无菌软膏/乳膏/乳液/凝胶与溶液或悬浊液产品无菌工艺模拟试验类似。模拟过程应涵盖实际操作的工艺。尽量采用被模拟产品的工艺和无菌操作方式。可增加增稠剂等模拟介质使其更接近被模拟产品特性。
6.14.3.2. 无菌软膏的模拟通常不同于西林瓶或安瓿瓶的设备上进行。模拟的基本方法是类似于其他剂型的。
6.14.3.3. 对于软膏/乳膏/乳液/凝胶产品的模拟特点在于容器的检查时，模拟介质的转出观察需要特别注意。
6.14.4. [bookmark: _Toc448829208][bookmark: _Toc448844654][bookmark: _Toc451518401][bookmark: _Toc451518578]粉末制剂（无菌粉末分装）
6.14.4.1. 无菌产品配方中加入其他无菌物质的过程应被模拟，例如混合、研磨、分装以及其他工序。
6.14.4.2. 粉末灌装设备与液体灌装设备差异很大，模拟时常包含液体和/或粉末两种无菌工艺操作。
6.14.4.3. 阴性对照
 如粉末模拟试验用到无菌液体和无菌模拟介质粉末两种工艺操作，可采用单独模拟一些液体容器作为阴性对照。
    粉末无菌工艺模拟试验中模拟介质的模拟可能引起尘埃粒子检测数据超标，可参考实际生产经验，记录与分析粒子粒径，分析粉末灌装时是否会引起尘埃粒子监测数据浮动。
[bookmark: _Toc464031432][bookmark: _Toc464041815]6.14.5.  其他剂型
    其它一些不常见的剂型，如吸入剂、气雾剂和植入剂等，可参考本指南提供的设计理念，以满足这些剂型的具体要求。
6.15. [bookmark: _Toc448829212][bookmark: _Toc448844664][bookmark: _Toc451518447][bookmark: _Toc451518624][bookmark: _Toc464031433][bookmark: _Toc464041816]方案的实施
 应依据方案，建立详细的用于实施模拟试验的批记录。批记录的格式应与产品的批生产记录格式相同，包括所有与试验相关信息和操作人员确认签字及原始记录等。方案及批记录应得到质量管理部门的批准，验证实施过程除了严格按照方案及批记录的要求执行外，还应关注以下几方面的因素：
6.15.1. [bookmark: _Toc451518448][bookmark: _Toc451518625]产品容器、胶塞、接触产品的设备和部件应按SOP准备。
6.15.2. 为了便于偏差调查，可对完成密封后的模拟产品包装单元进行编号，每一组编号应能追溯到无菌工艺模拟试验的时间及相应的操作。
6.15.3. [bookmark: _Toc451518453][bookmark: _Toc451518630]应对无菌工艺模拟试验过程进行相应的过程监控，确保过程符合方案和批记录的要求。应详细准确记录模拟试验中实施的各种干预，可采取观察或录像（电子采集）等技术对模拟生产的关键过程进行详细记录。
6.15.4. [bookmark: _Toc451518463][bookmark: _Toc451518640]无菌工艺模拟结束，应对所有与培养接触的设备、容器、部件及环境进行有效清洁，防止培养基残留造成微生物滋生。
6.15.5. 模拟试验的结果、评估和结论应形成书面报告并经质量管理部门批准。根据实施记录，为通过模拟验证的人员颁发确认书并规定有效期限。
7. [bookmark: _Toc448829204][bookmark: _Toc448844643][bookmark: _Toc451518379][bookmark: _Toc451518556][bookmark: _Toc464031057][bookmark: _Toc464031434][bookmark: _Toc464041817]可接受标准与结果评价
    无菌工艺模拟实验可接受标准应当遵循现行GMP无菌药品附录中的有关规定。
[bookmark: _Toc451518384][bookmark: _Toc451518561][bookmark: _Toc451518385][bookmark: _Toc451518562]7.1出现任何阳性均应进行彻底、规范的调查；在科学评估的基础上采取适当的纠偏措施。
7.2. [bookmark: _Toc451518386][bookmark: _Toc451518563]采用良好设计且受控的无菌灌装系统，特别是自动化的系统如吹灌封、隔离器等，污染率可大幅度降低。
7.3. [bookmark: _Toc451518387][bookmark: _Toc451518564]即使每次模拟试验的污染率都符合可接受标准，如果连续进行的模拟试验批中反复出现阳性意味着无菌生产工艺存在系统性问题，必须得到有效解决。
8. [bookmark: _Toc464031058][bookmark: _Toc464031435][bookmark: _Toc464041818]污染调查及纠正措施
8.1. 无菌工艺模拟试验存在污染，即意味着无菌保证可能存在问题，出现的任何污染样品均应视为偏差并彻底调查，并为改进无菌工艺提供数据支持。污染调查流程及方法应在方案中明确规定。
8.2. 可通过查看无菌工艺模拟试验的录像或现场记录，还原模拟试验过程中人员操作行为、干预及设备运行等真实状况。对无菌工艺模拟实验实施过程相关的所有记录进行详细调查，并关注各种偏差、验证、变更等。
8.3. 所有偏离原始验证状态情况均应逐一评估并说明。检查所有相关人员的培训和资质确认记录。
8.4. 应对模拟试验中发现的微生物进行鉴别，以便开展污染途径调查，并列入企业微生物菌种库。
8.5. 调查的关键是查找污染来源，结合调查需要，应制定一个完整的取样和微生物鉴别计划，调查过程应有记录并归档。调查结果应形成书面报告并得到质量管理部门的批准
8.6. 如调查找到明确的原因，应制定纠正预防措施，并再次进行模拟试验，以证明措施的有效性。如调查无法找到根本原因，应对生产工艺过程的无菌控制开展系统性评估，在现有模拟试验方案的基础上增加取样点和频次，以获得更多数据支持原因调查，同时应适当增加试验批次。
9. [bookmark: _Toc464031059][bookmark: _Toc464031436][bookmark: _Toc464041819][bookmark: _Toc451518321][bookmark: _Toc451518498]模拟试验的周期与再验证
9.1. 新建无菌生产线，在正式投产之前，每班次应当连续进行3次合格的模拟试验，在无菌生产工艺中一条生产线存在多台相同功能设备时，应进行风险评估确定相关验证次数，但每台设备应至少经过一次模拟试验。
9.2. 正常生产期间应当按照每条生产线每班次每半年进行一次试验，每次至少一批。对于因其它原因停产一定周期的生产线，在恢复正式生产前应进行无菌工艺模拟实验。
9.3. 空气净化系统、生产用设备、无菌生产工艺及人员重大变更，或设备的重大维修后，应通过风险评估确定无菌工艺模拟再试验的批次数。
9.4. [bookmark: _Toc451518322][bookmark: _Toc451518499]应充分评估生产线的风险，在发现设施、人员、环境或工艺的持续监测出现不良趋势或无菌不合格时，也应考虑再次进行模拟试验。
10. 无菌工艺模拟试验的局限性
10.1. 成功的无菌工艺模拟试验是允许正式生产的必要条件，但应注意其局限性。
10.2. 以现行药品GMP法规要求为准则，评价无菌生产过程的法规符合性，低于规范要求的无菌工艺过程，不能通过模拟试验来证实其无菌控制的合理性。
10.3. 虽然可通过培养基模拟灌装试验来评估无菌生产工艺的可靠性。但当产品无菌检查出现阳性时，不能以模拟灌装试验结果，排除生产过程所带来的污染可能性。
11. [bookmark: _GoBack][bookmark: _Toc464031060][bookmark: _Toc464031437][bookmark: _Toc464041820]术语
无菌生产工艺：物料、器具经过灭菌处理，并在无菌防护下加工获得最终产品，且产品装入其最终容器后不再进行任何灭菌处理。
无菌工艺模拟试验：正常生产的灌装程序，用模拟介质代替产品，来模拟无菌生产的试验过程。
TSB（Tryptone Soy Broth Medium）：胰酪大豆胨液体培养基，用于真菌和需氧菌培养。
FTM（Fluid Thioglycollate Medium）：液体硫乙醇酸盐培养基，用于厌氧菌和需气菌培养。
最差状况:　一组条件，包括工艺限度和环境限度，也包括那些可能引起工艺或产品失败的机会，但这些条件不一定会引起产品或工艺失败。
好氧微生物:微生物能在新陈代谢中利用氧作为最终的电子接受体，只有在有氧的存在下微生物才能够生长。
厌氧微生物:微生物在新陈代谢中，不能利用氧作为最终的电子接受体，只有在缺氧的存在下微生物才能够生长。
CFU:菌落形成的个体,有单一或多个细胞形成的可见结果的微生物生长体。
阳性:在培养之后，测试的样品出现可以明显发现的微生物生长。
班次：工作和生产的预订周期，通常少于12小时，工人进行换班。
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