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无菌工艺模拟试验指南（无菌原料药）


1. [bookmark: _Toc464041687][bookmark: _Toc464404638]目的
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]    为指导和规范无菌原料药生产企业开展无菌工艺模拟验证，充分评价无菌原料药生产过程的无菌保障水平，确保所生产无菌原料药的安全性，依据《药品生产质量管理规范》（2010版）及附录，制定本指南。
2. [bookmark: _Toc464041688][bookmark: _Toc464404639]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介质，模拟原料药生产中无菌操作的全过程，以评价该无菌工艺无菌保障水平的一系列活动。
3. [bookmark: _Toc464041689][bookmark: _Toc464404640]范围
3.1. 本指南涵盖了无菌原料药无菌工艺模拟试验的基本要求、不同工艺模式的特殊要求、试验的基本流程等内容，适用于无菌原料药的无菌工艺验证。
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，以提高无菌原料药无菌保障水平。
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. 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，不符合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保证措施的合理性。
4.2. 基于无菌工艺设计，对无菌生产过程实施风险评估，识别生产过程风险点以便评估现有控制措施的有效性，评估结果应在试验方案设计时给予考虑。
4.3. 基于无菌风险，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。
4.4. 如生产线有多种无菌生产工艺，应评价模拟试验方案对各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，或在综合评价不同无菌生产工艺的基础上，设计模拟验证，以评价每种无菌工艺过程的可靠性。
5. [bookmark: _Toc464041691][bookmark: _Toc464404642]无菌原料药生产工艺及模拟范围
[bookmark: _Toc445759808]    无菌原料药的无菌生产工艺通常为：原料药进一步精制和无菌操作的结合，作为无菌原料药生产工艺的开始，多采用除菌过滤或其他除菌技术将物料中的微生物去除，之后采取无菌操作技术的工艺单元，最终获得免受微生物污染的原料药。无菌工艺模拟试验应从第一步无菌操作开始，即经除菌过滤或其他方法获取无菌药液，直至无菌产品完全密封结束。
    与无菌制剂工艺相比，无菌原料药的生产工艺一般更复杂，工艺设备选型呈现出非标化和功能设计差异化等特点。即使是同一无菌工艺过程，因设备选型和系统密闭程度的不同，无菌风险也存在着显著差异。
    目前，无菌原料药常用无菌工艺包括：结晶工艺、冷冻工艺和喷雾干燥工艺。
[bookmark: _Toc445759809]5.1. 无菌结晶工艺
    典型的结晶工艺流程是从非无菌物料开始，经除菌过滤进入无菌结晶罐内，通过调整物料温度或加入其他溶剂使物料中有效活性成分结晶或沉淀析出，该过程会因控制晶体生长的需要而引入晶种。养晶结束后进入固液分离设备，去除母液获得湿品，必要时对湿品进行洗涤，湿品在固液分离设备内进行干燥或通过辅助密闭系统转移至其他干燥设备内进行干燥，之后根据产品特性和最终质量要求进行必要的整粒（或微粉化），以控制产品粒度大小和分布，混粉也是常用的工艺单元，主要解决产品均一性的问题。最后产品经分装、密封，将产品严封于容器内。
[bookmark: _Toc445759810]5.2. 无菌冻干工艺
    常见的无菌冻干工艺流程包括：液体物料经除菌过滤得到无菌料液，在无菌防护下使用加料枪将无菌料液注入冻干机托盘内，按照规定程序进行冷冻真空干燥，干燥结束后经除菌级呼吸器释放冻干机内的真空。在无菌防护下打开冻干机门，将干品由托盘转移至无菌料仓内，或在无菌防护下通过真空密闭吸料系统将干品转移至下一工序，干品通常需要整粒和混粉工艺，以得到质量均一的干品，最后经分装、密封，将产品严封于容器内。
[bookmark: _Toc445759811]5.3. 无菌喷雾干燥工艺
    无菌喷干工艺适用于耐热性好的无菌原料药，工艺流程通常包括：液体物料经除菌过滤后持续稳定地注入干燥塔内，在无菌高压空气的作用下瞬间雾化成液滴，并与流动的无菌热空气发生传质传热，液滴因水分迅速蒸发而变为粉末状干品，获得的干品经气固分离器收集至无菌料仓内，或直接分装至最终市售包装内。产品在料仓内可实现进一步混粉操作，随后经分装机完成干品的分装、密封等过程，将产品严封于容器内。
[bookmark: _Toc464041692]5.4. 密闭与开放系统
    通常无菌工艺由一系列的无菌单元操作组成，单元操作分为“密闭”或“开放”系统，采用“密闭”系统可更好的保障无菌水平。关键的无菌操作如采用了“开放”系统，宜使用隔离操作技术进行无菌防护。模拟试验应包括无菌工艺的各单元操作系统以及各单元间的转运系统。
5.4.1. “密闭”系统
    “密闭”系统是通过物理隔离的方式，阻止环境中微生物进入系统内部，保护药品免受外界的污染。因“密闭”系统设计上的优越性，在无菌操作过程提供了可靠的无菌保护措施。企业进行无菌原料药工艺设计时，应尽量考虑采用“密闭”系统的可行性。“密闭”系统至少具备以下特征：
能够实现在线灭菌（SIP）或系统在使用前进行密闭和灭菌。
基于结构的优化设计，能够在一个生产周期内保持系统的完整性。且在与其他密闭系统连接时，能够保持系统完整性不受破坏。
在实施预防性维护过程中，有相应措施保护系统的完整性。
5.4.2. “开放”系统
   “开放”系统是不符合“密闭”系统规定的一项或多项特征的系统，开发系统条件下进行的操作是影响最终药品无菌特性的重要环节，如设备（或管道）的无菌连接、分装过程容器的更换等，是引入微生物污染的高风险过程。模拟试验方案设计时应重点考察以上过程中无菌保障措施的有效性。
6. [bookmark: _Toc457287678][bookmark: _Toc464041693][bookmark: _Toc464404643]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。因此，模拟试验实施过程应关注以下几方面：
6.1. [bookmark: _Toc464041694][bookmark: _Toc464404644]开展模拟试验的前提条件
    在无菌工艺模拟试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: _Toc464041695][bookmark: _Toc464043959][bookmark: _Toc464404645]工艺设备、公用系统和辅助设施按照预期要求完成了设计、安装及与无菌生产有关的性能确认。
6.1.2. [bookmark: _Toc464041696][bookmark: _Toc464043960][bookmark: _Toc464404646]工艺设备、公用系统、辅助设施灭菌方法完成了相应的验证，物品及厂房、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: _Toc464041697][bookmark: _Toc464043961][bookmark: _Toc464404647]药液及与产品接触的气体、设备组件、容器、器具灭菌工艺完成了相应的验证。
6.1.4. [bookmark: _Toc464041698][bookmark: _Toc464043962][bookmark: _Toc464404648]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: _Toc464041699][bookmark: _Toc464043963][bookmark: _Toc464404649]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: _Toc464041700][bookmark: _Toc464043964][bookmark: _Toc464404650]参与模拟灌装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: _Toc464041701][bookmark: _Toc464043965][bookmark: _Toc464404651]进入无菌洁净区的全部人员通过了更衣程序的确认，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，并采用文件形式或其他限制措施。
6.2. [bookmark: _Toc457287680][bookmark: _Toc464041702][bookmark: _Toc464404652]基于无菌风险的模拟试验方案的设计
    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. [bookmark: _Toc464041703][bookmark: _Toc464043967][bookmark: _Toc464404653]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. [bookmark: _Toc464041704][bookmark: _Toc464043968][bookmark: _Toc464404654]模拟试验方案设计时，应重点考察和评估高风险无菌操作过程，如溶媒结晶工艺中引入晶种的过程。无菌生产工艺的暴露操作是影响最终原料药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. [bookmark: _Toc464041705][bookmark: _Toc464043969][bookmark: _Toc464404655]证实无菌操作人员满足无菌生产要求，是实施模拟试验的目的之一，有人员参与的无菌操作，应考察评估来源于人员的污染途径。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，评价人员素质和防护措施的可靠性。
[bookmark: _Toc457287681]6.2.4模拟介质的选择与评价
[bookmark: _Toc448829193][bookmark: _Toc448844631][bookmark: _Toc450205862][bookmark: _Toc464041706][bookmark: _Toc464043970]6.2.4.1模拟介质的选择
    应考虑模拟介质与无菌工艺的适宜性，结合被模拟产品的特点以及模拟介质的可过滤性、澄清度、灭菌方式等方面选择模拟介质，以尽可能模拟无菌生产工艺。不应选择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、安慰剂物料等，一般情况下推荐使用培养基（如TSB）。
[bookmark: _Toc464041707][bookmark: _Toc464043971]6.2.4.2培养基的选择
[bookmark: _Toc464041708][bookmark: _Toc464043972][bookmark: _Toc464404656]    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。
[bookmark: _Toc464041709][bookmark: _Toc464043973][bookmark: _Toc464404657]    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。
[bookmark: _Toc464041710][bookmark: _Toc464043974][bookmark: _Toc464404658]    用于模拟抑菌性产品的培养基，如有必要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。
[bookmark: _Toc464041711][bookmark: _Toc464043975][bookmark: _Toc464404659]    包含动物来源成分的培养基，应考虑培养基引入外源污染的风险。如针对BSE（可传染性海绵脑病）/TSE（疯牛病）可提供无BSE（可传染性海绵脑病）/TSE（疯牛病）证明，亦可选用植物来源的培养基。
6.2.5. [bookmark: _Toc448829194][bookmark: _Toc448844632][bookmark: _Toc451518360][bookmark: _Toc451518537][bookmark: _Toc464031400][bookmark: _Toc445759848]培养基的配制
6.2.5.1. 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、残留及去除，防止其残存于环境及设备表面而造成微生物滋生。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，宜进入无菌储罐或容器储存备用。
6.2.5.2. 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应遵循生产商要求。
6.2.6. [bookmark: _Toc464031401]培养基的除菌与灭菌
6.2.6.1. 除菌过滤
[bookmark: _Toc464041712][bookmark: _Toc464043976][bookmark: _Toc464404660]    采用除菌过滤的方式便于同生产工艺衔接，但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，培养基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。亦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。
6.2.6.2. 湿热灭菌
    如用于模拟试验的大体积培养基采用在线灭菌或灭菌釜湿热灭菌，会产生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。
    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，以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降低其促生长性能。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。
6.2.6.3. 辐照灭菌
[bookmark: _Toc464041713][bookmark: _Toc464043977][bookmark: _Toc464404661]    使用辐照灭菌的培养基粉末，应在无菌环境下进行无菌配置等操作。辐照灭菌过程应经验证，验证中应使用耐辐射的菌种，并在产品质量报告体现菌种、剂量信息等重要验证信息。
6.2.7. 培养基促生长能力试验
6.2.7.1. 应在无菌工艺模拟试验前或同时，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，并且用于促生长能力试验的培养基应与用于模拟工艺试验培养基经过相同工艺（如除热源、灭菌、充氮、灌装、冻干等），以证明本次验证所用培养基的性能。
6.2.7.2. 培养基促生长能力试验使用的菌种，如：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）、生孢梭菌（CMCC64941），在试验中除标准菌株之外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。
6.2.8. [bookmark: _Toc464031402]其它模拟介质的选择及评价
6.2.8.1. 其它模拟介质的选择
[bookmark: _Toc464029477][bookmark: _Toc464030869][bookmark: _Toc464031039][bookmark: _Toc464031403][bookmark: _Toc464041714]    对于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，根据剂型特点、生产工艺及设备、模拟介质特点选择适当的模拟介质。模拟介质的流动性应尽可能类似于被模拟产品，并应易于进行分装等工艺操作。模拟介质还应易于灭菌，无抑菌性，易溶解或易分散至培养基中。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，如采用辐照灭菌包装形式应与在模拟试验时使用的一致等重要信息等。模拟试验使用的模拟介质包装形式应与被模拟的无菌粉末保证形式一致。
6.2.8.2. 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、溶解度试验以及溶解时间实验等。抑菌试验通常使用枯草芽孢杆菌（CMCC63501）和白色念珠菌（CMCC98001），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WFI溶解后，加入到无菌培养基中，达到模拟工艺选用的浓度范围，通常是1%-5%，每个浓度接种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。
6.3. [bookmark: _Toc464041715][bookmark: _Toc464404662]模拟灌装数量和持续时间
6.3.1. [bookmark: _Toc464041716][bookmark: _Toc464043979][bookmark: _Toc464404663]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，应不低于正常生产批量。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。
6.3.2. [bookmark: _Toc464041717][bookmark: _Toc464043980][bookmark: _Toc464404664]模拟试验所用模拟介质的数量，应能够覆盖无菌工艺设备的全部内表面，特别是混粉过程，应确保模拟介质覆盖混粉器内壁全部表面。
6.3.3. [bookmark: _Toc464041718][bookmark: _Toc464043981][bookmark: _Toc464404665]考虑到模拟最差条件的需要，模拟试验维持时间不应低于实际生产用时。
6.4. [bookmark: _Toc464041719][bookmark: _Toc464404666]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。
6.5. [bookmark: _Toc464041720][bookmark: _Toc464404667]模拟试验方法的选择
[bookmark: _Toc464041721][bookmark: _Toc464043984][bookmark: _Toc464404668]    通常无菌原料药生产工艺由多个工艺单元构成。模拟试验方案的设计应考虑试验过程可连续性问题，以确定采用连续工艺模拟还是分段模拟。
6.5.1. [bookmark: _Toc464041722][bookmark: _Toc464043985][bookmark: _Toc464404669]连续工艺模拟方式
6.5.1.1. [bookmark: _Toc464041723][bookmark: _Toc464043986][bookmark: _Toc464404670]这种模拟方式是将整个无菌过程视为一个整体，模拟介质不间断地完成各个单元操作，并在最终分装容器内进行无菌培养和判定，以评价生产过程的无菌保障水平。
6.5.1.2. [bookmark: _Toc464041724][bookmark: _Toc464043987][bookmark: _Toc464404671]连续工艺模拟方式的选择，取决于模拟介质在模拟过程中的适用性，如喷雾干燥工艺可采用液体模拟介质，通过模拟喷雾干燥过程，可将液体模拟介质转化为固体模拟介质，进而实现分装、密封等过程。
6.5.1.3. [bookmark: _Toc464041725][bookmark: _Toc464043988][bookmark: _Toc464404672]连续工艺模拟可以真实反映整体无菌保障水平。但也有其不足之处，如发现污染，调查污染源的难度较大。
6.5.2. [bookmark: _Toc464041726][bookmark: _Toc464043989][bookmark: _Toc464404673]分段模拟方式
6.5.2.1. [bookmark: _Toc464041727][bookmark: _Toc464043990][bookmark: _Toc464404674]分段模拟方式是将无菌生产过程按照工艺单元分割成若干段，逐段进行模拟试验，分段数量取决于工艺过程和模拟介质。模拟试验最终的结果是各段独立模拟试验结果的累积，对一些无菌工艺而言，该方式可根据需要变换采用固体或液体模拟介质，保证与实际工艺过程的一致。
6.5.2.2. [bookmark: _Toc464041728][bookmark: _Toc464043991][bookmark: _Toc464404675]分段工艺模拟的优点是可以特定评价某一单元操作的无菌风险，如发现微生物污染，相对于连续工艺模拟更易于发现污染源，进而采取针对性纠正措施。
6.5.2.3. [bookmark: _Toc464041729][bookmark: _Toc464043992][bookmark: _Toc464404676]分段模拟方式也有不足之处，如：需要更多种类或数量的模拟介质；模拟介质需要多次无菌化处理，增加潜在污染风险；需要采集更多的物料、环境和人员监测样本进行评价。
6.6. [bookmark: _Toc464041730][bookmark: _Toc464404677]最差条件的选择
[bookmark: _Toc464041731][bookmark: _Toc464043994][bookmark: _Toc464404678]    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：
6.6.1. [bookmark: _Toc464041732][bookmark: _Toc464043995][bookmark: _Toc464404679]人员
[bookmark: _Toc464041733]    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。
6.6.2. [bookmark: _Toc464041734][bookmark: _Toc464043996][bookmark: _Toc464404680]工艺时间
    应考虑模拟实际生产操作过程中设备设施、分装器具、最终容器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：混粉或分装前的等待时限。
6.6.3. [bookmark: _Toc464041735][bookmark: _Toc464043997][bookmark: _Toc464404681]灌装速度
[bookmark: _Toc464041736]    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，也可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。
6.6.4. [bookmark: _Toc464041737][bookmark: _Toc464043998][bookmark: _Toc464404682]环境
[bookmark: _Toc464041738]    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，应避免消毒剂的过度使用。
6.6.5. [bookmark: _Toc464041739][bookmark: _Toc464043999][bookmark: _Toc464404683]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，应对纠正措施的有效性给予确认。
6.7. [bookmark: _Toc464041740][bookmark: _Toc464404684]模拟试验过程的干预设计
6.7.1. [bookmark: _Toc451518335][bookmark: _Toc451518512][bookmark: _Toc464041741][bookmark: _Toc464044001][bookmark: _Toc464404685]概念
[bookmark: _Toc464041742]    无菌生产工艺中人员及人员活动是最大的微生物污染源，因此，本指南中的干预是指由操作人员按照相关规定参与与无菌工艺生产有关的所有操作活动。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。
6.7.2. [bookmark: _Toc451518336][bookmark: _Toc451518513][bookmark: _Toc464041743][bookmark: _Toc464044002][bookmark: _Toc464404686]原则
[bookmark: _Toc464041744]    在无菌生产过程各种允许的干预活动应该文件化，明确规定正常生产活动和干预活动，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。
6.7.3. [bookmark: _Toc451518338][bookmark: _Toc451518515][bookmark: _Toc464041745][bookmark: _Toc464044003][bookmark: _Toc464404687]模拟类型及频次
6.7.3.1. [bookmark: _Toc464041746][bookmark: _Toc464044004][bookmark: _Toc464404688]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）。如模拟试验用于评估一定阶段的日常生产无菌保障水平，干预应尽量与实际的生产工艺一致。
6.7.3.2. [bookmark: _Toc464041747][bookmark: _Toc464044005][bookmark: _Toc464404689]对于生产线存在多种相似的组合（如：不同剂型的相同工序、同种剂型的不同容器规格）时，可采用最差条件的组合以代表其他相似的组合。通常，固有干预及经常发生的纠正性干预应在每次模拟中都实施，偶发性的干预可周期性地模拟。对难以预测的设备故障或偶发性干预，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，应在模拟试验方案中设计与此类操作相关的所有干预。模拟试验应设计并实施足够多的纠正性干预。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，用以支持实际的无菌产品的评价。
6.7.3.3. [bookmark: _Toc464041748][bookmark: _Toc464044006][bookmark: _Toc464404690]无菌取样过程，应考虑分布在分装的前、中、后阶段，调整装量、取样、重复密封过程均应考虑模拟，并为生产过程中处理该类问题提供参考。
6.7.4. [bookmark: _Toc451518339][bookmark: _Toc451518516][bookmark: _Toc464041749][bookmark: _Toc464044007][bookmark: _Toc464404691]人员
[bookmark: _Toc464041750]    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某些操作人员实施并据此评价其他人。复杂性高的操作，如装配灌装机等，从事此类操作的人员均应在无菌工艺模拟试验中参与操作，操作条件不应优于日常生产的操作条件。
6.7.5. [bookmark: _Toc451518340][bookmark: _Toc451518517][bookmark: _Toc464041751][bookmark: _Toc464044008][bookmark: _Toc464404692]干预后产品（容器）的处理
[bookmark: _Toc464041752]    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，则在模拟试验时也可剔除，并应在方案中明确规定剔除的数量和位置，模拟试验时产生的这类产品（容器）可不培养。无需培养的培养基也应予以记录并评估其合理性。如在干预发生前已经密封，但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。
[bookmark: _Toc451518341][bookmark: _Toc451518518][bookmark: _Toc464041753][bookmark: _Toc464044009]6.7.6. 记录
[bookmark: _Toc464041754][bookmark: _Toc464041756]    模拟试验过程中的所有干预必须记录，用以评估干预对无菌保证的影响。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、分类和发生频率等信息。
6.8. 培养与观察
[bookmark: _Toc464041757][bookmark: _Toc464044012][bookmark: _Toc464404693]6.8.1. 模拟介质的处理
    无菌工艺模拟试验结束后，应对所使用的模拟介质（培养基、安慰剂物料）进行全部处理和培养。非培养基模拟介质可通过适当的无菌过滤器系统将微生物转移至滤膜上，之后将滤膜浸入培养基内进行培养；也可在最终包装容器内加注无菌培养基进行培养。培养基的浓度应能支持潜在微生物的生长，如：TSB一般浓度控制在3%水平。
[bookmark: _Toc464041758][bookmark: _Toc464044013][bookmark: _Toc464404694]6.8.2. 培养条件
[bookmark: _Toc464041759][bookmark: _Toc464044014][bookmark: _Toc464404695]6.8.2.1. 应确保全部模拟介质接受无菌检查。培养基如在分装容器内培养，应对容器翻转、倒置等，确保培养基包括密封件的所有内表面。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。
[bookmark: _Toc464041760][bookmark: _Toc464044015][bookmark: _Toc464404696]6.8.2.2. 在整个培养期间应连续监控培养温度。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避免影响微生物培养。
[bookmark: _Toc448829199][bookmark: _Toc448844637][bookmark: _Toc451518366][bookmark: _Toc451518543][bookmark: _Toc457287691][bookmark: _Toc464041761][bookmark: _Toc464044016][bookmark: _Toc464404697]6.8.2.3. 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，检查人员应具有无菌检查背景，以正确判定微生物是否生长。
    在培养期间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进行进一步调查。
    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。
[bookmark: _Toc448829203][bookmark: _Toc448844642][bookmark: _Toc451518371][bookmark: _Toc451518548][bookmark: _Toc464031427][bookmark: _Toc464035516]    当灌装不透明的容器，应考虑将转移至透明容器观察，以确保有阳性时能被观察到。
6.9. [bookmark: _Toc464041762][bookmark: _Toc464404698]环境及监控
6.9.1. [bookmark: _Toc464041763][bookmark: _Toc464044018][bookmark: _Toc464404699]环境监控方案设计
[bookmark: _Toc464041764][bookmark: _Toc464044019][bookmark: _Toc464404700]    应通过风险评估确定日常生产的环境监控的各要素，如取样点、取样对象、取样频率、警戒和纠偏标准、实施方法等。评估环境监测采样带来的风险，在最差条件选择时根据风险评估结果选择环境监测需要模拟的程度，以充分评估环境监测对无菌工艺的影响。模拟试验时应采用与日常生产相同的环境监控方案为基础，并模拟生产状况，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。通过有计划的环境监控证明模拟试验过程中的环境符合要求。
6.9.2. [bookmark: _Toc464041765][bookmark: _Toc464044020][bookmark: _Toc464404701]环境监控数据处理
[bookmark: _Toc464029493][bookmark: _Toc464030885][bookmark: _Toc464031055][bookmark: _Toc464031428][bookmark: _Toc464041766]    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][bookmark: _Toc464041767]    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，以降低污染最终产品的机率。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。
6.9.3. [bookmark: _Toc464041768][bookmark: _Toc464044021][bookmark: _Toc464404702]其他应该考虑的问题：
6.9.3.1. [bookmark: _Toc464041769][bookmark: _Toc464044022][bookmark: _Toc464404703]仪器耗材传递
	关键洁净区的专用监测设备，专用设备在模拟工艺试验时不得混用避免引起污染。
6.9.3.2. [bookmark: _Toc464041770][bookmark: _Toc464044023][bookmark: _Toc464404704]表面（包括人员）采样
    应控制采样时间及力度以保证采样效果。根据生产环境消毒剂以及生产产品的抑菌性，采样应消除抑菌性并验证中和和效果。采样后立即消毒其表面。重要区域采样点避免动物源性污染。。
6.9.3.3. [bookmark: _Toc464041771][bookmark: _Toc464044024][bookmark: _Toc464404705]悬浮粒子监测
    A级洁净区进行悬浮粒子监测应包括关键操作的全过程中，例如设备组装操作过程等。生产过程中的污染（如活生物、放射危害）可能损坏尘埃粒子计数器时，应当在设备调试操作和模拟操作期间进行测试。A级洁净区监测的频率和取样量，应能及时发现所有人为干预、偶发事件及任何系统的损坏。
7. [bookmark: _Toc464041772][bookmark: _Toc464404706]可接受标准与结果评价
7.1. 无菌工艺模拟试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。
7.2. 可接受标准存在定性和定量两种方式，定性标准意味着模拟试验只接受零污染的结果，适用于任何模拟试验可接受标准的设定，排除了定量标准中识别微生物污染来源的困惑和潜在不确定性风险。因此，本指南推荐企业采用定性判定标准。
[bookmark: _Toc464041773][bookmark: _Toc464044026][bookmark: _Toc464404707]7.3. 企业应制定符合法规的内控标准，在制定内控标准时，应考虑以下几方面因素：
7.4. [bookmark: _Toc451518382][bookmark: _Toc451518559][bookmark: _Toc464041774][bookmark: _Toc464044027][bookmark: _Toc464404708][bookmark: _Toc451518383][bookmark: _Toc451518560][bookmark: _Toc451518384][bookmark: _Toc451518561][bookmark: _GoBack][bookmark: _Toc451518385][bookmark: _Toc451518562]模拟试验应和实际生产尽可能接近；应基于风险评估的原则制定科学合理的内控限度；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。
7.5. [bookmark: _Toc451518386][bookmark: _Toc451518563][bookmark: _Toc464041775][bookmark: _Toc464044028][bookmark: _Toc464404709]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。
7.6. [bookmark: _Toc451518387][bookmark: _Toc451518564][bookmark: _Toc464041776][bookmark: _Toc464044029][bookmark: _Toc464404710]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: _Toc464041777][bookmark: _Toc464404711]污染调查与纠正措施
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，以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，有利于分析问题的来源。对无菌工艺模拟试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，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。
8.3. 应对模拟试验中发现的微生物进行鉴别，并列入企业微生物菌种库，以便开展污染途径调查。此外，也可借助文献检索来查找污染途径。
8.4. 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
8.5. 如调查找到指定的原因，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。如调查无指定原因，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，以证明无菌生产工艺具备持续、可靠的无菌保障水平。
9. [bookmark: _Toc464041778][bookmark: _Toc464404712]模拟试验的周期与再验证
9.1. 新建无菌生产线，在正式投产前，每班次应当连续进行3次合格的模拟试验。
9.2. 正常生产中，每班次每半年应至少进行一次模拟试验。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考虑进行无菌工艺模拟试验。
9.3. 空气净化系统 、无菌生产用设备设施、无菌工艺及人员重大变更或设备的重大维修后，应进行风险评估确认再模拟试验批次。
9.4. 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。
[bookmark: _Toc464404713]10.无菌工艺模拟试验的局限性
    无菌工艺模拟试验虽然基于无菌风险而开展的，考虑到生产工艺的无菌保证水平和每次无菌操作过程的唯一性，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。
10.1. 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。
10.2. 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，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。
[bookmark: _Toc464041779][bookmark: _Toc464404714]11.术语
无菌原料药：法定药品标准中列有无菌检查项目的原料药。
无菌工艺：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：用模拟介质代替产品，模拟无菌工艺过程，来评估无菌生产过程的无菌保障水平。
“密闭”系统：是指系统在使用前采用经验证的灭菌程序进行在线灭菌或密闭后灭菌，并在一个完整生产周期内能够耐受压力或真空，系统泄漏率维持在规定范围内，以保证系统的完整性。
模拟介质：可用于替代无菌原料药模拟无菌工艺过程的物料，如培养基、安慰剂物料等。
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。
安慰剂物料：是一种“模拟的无菌原料药”。其物理特性与无菌原料药相似，但不含有活性成份。
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。
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