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生物指示劑的基礎知識



威脅生命安全

監管高度關注

法律訴訟賠償

社會影響惡劣

A生物指示劑的基礎知識



如何評價滅菌程式的有效性？

生物監測作為評價消毒/滅菌程式的“金標準”，廣泛應

用於製藥行業、醫院、疾控中心等。ISO 11135 中明確指出，

必須使用生物指示劑進行微生物殺滅效果評估，確保滅菌過

程達到無菌保證水準。

USP指出，生物指示劑（Biological Indicator，簡稱BI）

是一類特殊的活微生物製品，可用於確認滅菌設備的性能，

滅菌程式的驗證，生產過程滅菌效果的監控等。也可用於隔

離系統和無菌潔淨室除菌效果的驗證評估等。



壓力蒸汽（濕熱）滅菌

過氧化氫滅菌

環氧乙烷滅菌

幹熱滅菌

氣體滅菌（消毒）

生物指示劑分類-滅菌方法

分類依據：EP 5.1.2. Biological indicators and related microbial preparations used in the manufacture of sterile products 



由芽孢和載體經包裝而成的生物
指示劑。

載體式生物指示劑

該類生物指示劑是由芽孢和恢復
生長培養基組成的系統。

自含式生物指示劑

該類生物指示劑是將芽孢混懸於

液體中。

芽孢懸液式生物指示劑

生物指示劑分類（結構）

分類依據：ISO 11138-1:2017



➢菌種

➢總芽孢數

➢D值

➢存活時間和殺滅時間

生物指示劑核心指標



菌種

滅菌方法 指示微生物

蒸汽滅菌
嗜熱脂肪地芽孢桿菌

Geobacillus stearothermophilus

（ATCC7953、ATCC12980）

液體滅菌
生孢梭菌Clostridium sporogenes（ATCC 7953）
枯草芽孢桿菌Bacillus subtilis（ATCC 35021）

萎縮芽孢桿菌Bacillus atrophaeus（ATCC 9372）

乾熱滅菌 萎縮芽孢桿菌Bacillus atrophaeus（ATCC 9372）

氣體滅菌 萎縮芽孢桿菌Bacillus atrophaeus（EO）

化學滅菌
枯草芽孢桿菌Bacillus subtilis

萎縮芽孢桿菌Bacillus atrophaeus

汽相滅菌
嗜熱脂肪地芽孢桿菌

Geobacillus stearothermophilus

萎縮芽孢桿菌Bacillus atrophaeus

參考標準：USP 〈1229.5〉 Biological Indicators for Sterilization



菌種



➢ 定義：生物指示劑中，可被計數的總存活芽孢數。

➢ 測試方法：生物指示劑所含菌種及載體類型不同，

計數方法也不相同。

➢ 品質控制：生物指示劑的芽孢數一般為標示值的

50%～300%.

（參考標準：ISO 11138-1:2017)

總芽孢數



➢ 定義：指將試驗微生物殺滅90%所需

的滅菌時間或滅菌劑量。體現的是微

生物的耐受性。

➢ 測試方法：陰性數法或殘存曲線法。

➢ 測試設備：抗力儀。

➢ 品質控制：在指示劑有效期內，按製

造商提供的檢測方法，檢測標定的D

值，範圍應在± 20%之內。

（參考標準：ISO 11138-1:2017)

半對數模型的微生物存活曲線

源自：PDA-TR1 Validation of Moist Heat Steriliazation Processes: 

Cycle Design, Development, Qualification and Ongoing Control

D值



生物指示劑相關法規

ISO11138: Sterilization of health care products-Biological indicator 醫療產品的滅菌生物指標

USP 55    BIOLOGICAL INDICATORS—RESISTANCE PERFORMANCE TESTS生物指示劑 抗性測試

USP 1229   BIOLOGICAL INDICATORS FOR STERILIZATION滅菌生物指示劑

EP 5.1.2  Biological Indicators and related microbial preparations used in the manufacture of sterile products

用於無菌產品生產的生物指示劑及相關微生物製品

PDA TR1 Validation of Moist Heat sterilization Processes：Cycle Design，Development，Qualification and Ongoing Control 

濕熱滅菌驗證 滅菌程式的設計-開發-確認和日常監控

PDA TR51  Biological Indicator for Gas and Vapor-Phase Decontamination   Processes: Specification,

Manufacture, Control and Use 氣體和氣相淨化工藝規範、製造、控制和使用的生物指示劑



滅菌確效面臨的挑戰及解決思路探討



自含式壓力蒸汽滅菌生物指示劑需55~60℃

下培養，在其必需的培養週期內（通常是48小

時），培養基中水分的蒸發難以避免。而失去大

量水份後培養基的滲透平衡被破壞，進而可能影

響受損微生物的恢復生長，產生假陰性。又或者

延長培養時間後，培養基完全蒸發，無法觀察結

果。

2023年版GMP指南要求，製藥企業在進行

壓力蒸汽滅菌時，生物指示劑的培養時間至少為

7天。

挑戰1-自含式生物指示劑培養基蒸發問題

源自：《GMP指南》品質控制實驗室



部分自含式壓力蒸汽滅菌生物

指示劑培養前需使用封口膜或其他

封口材料對透氣孔進行封堵，否則

48小時內培養基大量揮發。

部分自含式壓力蒸汽滅菌

生物指示劑設計了活動的帽蓋

減少培養基揮發量，但仍然無

法有效控制揮發情況。

品牌A 泰林BIs品牌B

泰林專利設計-活動帽

塞，可有效減少生物指示劑培養

過程中的培養基蒸發率。

挑戰1-自含式生物指示劑培養基蒸發問題



培養基防蒸發控制解決思路

◼高純度的芽孢及穩定的抗力；

◼變色培養基，48h獲得準確結果；

◼纖維素載體，便於計數；

◼醫用包裝透析紙，在保證微生物阻隔性的同時又

兼顧了蒸汽穿透性能；

◼活動式帽塞，有效控制培養基蒸發；

◼配備專用接種夾具；

◼可定制103～106cfu/支的生物指示劑。

適用於滅菌鍋及其他固體樣品的滅菌效果確認。



培養基防蒸發控制解決思路

生物指示劑培養基蒸發率對比



操作流程——自含式壓力蒸汽滅菌生物指示劑



挑戰2-過氧化氫滅菌驗證效率低

製藥企業無菌隔離器中過氧化氫滅菌指示劑
大部分為菌片式，需要使用者滅菌結束後再進行
接種，驗證效率低。

此類自含式過氧化氫指示劑僅適用於醫院、醫療
器械等行業中過氧化氫低溫等離子體滅菌驗證，不適
用於製藥企業。主要原因為這類產品含菌載體在指示
劑最下方，隔離器中過氧化氫穿透效果差，無法作用
到載體上的芽孢。



除濕

調節濃度

滅菌

排殘

隔離器過氧化氫和等離子體過氧化氫滅菌的區別

抽真空

調節濃度

滅菌

排殘

常壓
（汽化過氧化氫）

負壓
（過氧化氫低溫等離子體）

多用於製藥企業，如無菌隔離器。

多用於醫療器械滅菌。



解決思路-泰林專利設計自含式過氧化氫滅菌生物指示劑

VS

操作簡便，僅一步按壓即可培養。



◼高純度的芽孢及穩定的抗力；

◼變色培養基，48h獲得準確結果（自含式）；

◼採用不銹鋼片作為染菌載體，過氧化氫吸附性低，能

夠保證測試結果準確性；

◼載體呈現為碗狀結構，減少芽孢疊層，降低假陽性出

現的概率；

◼高透氣率Tyvek特衛強材質作為產品的初級包裝，保

證微生物阻隔性兼顧過氧化氫穿透性能；

◼設計了方便懸掛的開孔；

◼配備專用接種工裝；

◼可定制103～106cfu/支的生物指示劑；

◼專利設計的結構。

解決思路-泰林專利設計自含式過氧化氫滅菌生物指示劑



操作流程

A、將生物指示劑放在待滅菌位置，開啟

滅菌程式;

B、滅菌結束後，蓋上紅色帽塞;

C、向下按壓上端蓋，使載體掉落至培養

基中;

D、將生物指示劑轉移至培養箱中，培養

結束後觀察結果。培養基保持紫色為陰性，

培養基變為黃色為陽性。



挑戰3-流氓BI影響滅菌驗證進度

PDA TR51

將由於生物指示劑品質波動或其
他未知因素導致難以殺滅的指示
劑稱為“Rogue BIs”，即“流氓”
生物指示劑”

調查還應考慮生物指示劑挑戰失敗的點位以及鄰近和類似點位的之前的的迴圈和歷史情況。一
種調查方法是在問題點位暴露多個BI,並確認存活的數量。
100%存活率可能表明迴圈條件發生變化，偶爾或偶發的存活可能表明生物指示劑的抗性發生了
變化。

如果用於驗證指定殺傷水準的評估方法顯示偶爾隨機的出現陽性生長，且
未在同一個位置出現陽性生長，則可能會認為該結果是由“流氓”BI造成的。
持續的隨機陽性表明該週期並不穩定，需要進一步調查。

目前的行業經驗表明，即使在明確定義的迴圈內，偶然也可能出現陽性的生物指示劑。此類異
常結果可能並不表示迴圈失敗。適當的統計方法可用於支持在主要驗證和再驗證計畫中接受此
類異常結果。

8.1 異常結果調查

如果工藝流程失敗，則應實施調查。調查可能包括，但不局限於，以下內容：
●迴圈參數的確認

●審查提供的生物指示劑的COC和內部測試數據的結果

●審查過程記錄是否符合相關SOP

●審查提供的殺孢子劑的COC

●審查設備校準數據



流氓BI

品牌B過氧化氫滅菌生物指示劑
掃描電鏡觀察結果

品牌B過氧化氫滅菌生物指示劑
掃描電鏡觀察結果

流氓BI特徵1：芽孢聚集

生物指示劑的載體上含有大量芽孢，其分佈情
況對於過氧過氧化氫滅菌的效果會產生重大影響。
以含芽孢量為106的生物指示劑為例，載體上有
數百萬芽孢，如局部芽孢過於集中，甚至產生堆
積、聚團，也會導致指示劑難以殺滅。

流氓BI特徵2：芽孢純度低



品牌C過氧化氫滅菌生物指示劑載體
掃描電鏡觀察結果

流氓BI特徵3：載體品質差

流氓BI



無菌隔離器滅菌過程中，過氧

化氫穿透性差，主要對物體表面進

行滅菌，對生物指示劑的產品品質

要求極高。

在生物指示劑生產過程中，優

質的芽孢純化工藝顯得尤為重要，

如圖所示，掃描電鏡觀察的片式過

氧化氫生物指示劑芽孢分散情況良

好，芽孢純度高，能滿足日常監測

需求。

提升芽孢純化工藝有效避免流氓BI



生物指示劑載體品質對過氧化氫滅菌效果的影響

市場上主流過氧化氫滅菌生物指示劑載體的掃描電鏡結果顯示，大部分生物指示劑
的載體表面均平整，部分生物指示劑載體品質較差（圖C），影響生物指示劑產品品質。



▲—Lot 1; ◆—Lot2; × —Lot3.

Resistance test results of different BI carriers

結論

載體品質對過氧化氫滅菌生物指示劑的抗力具有顯著影響。因此，在進行BI供應商選擇

時，除孢子計數結果外，還有包含載體品質的考察。
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生物指示劑載體對過氧化氫滅菌效果的影響



優質BI過氧化氫滅菌生物指示劑載體
掃描電鏡觀察結果

表面平整的不銹鋼
載體,芽孢分佈均勻.

優質BI



D值測試-抗力儀



定義

抗力儀是用於指示劑性能測試的專用儀器，是一種被設計用於建立

精確的、可複現的滅菌環境的設備。

要求

應符合 ISO 18472:2018《Sterilization of health care products —
Biological and chemical indicators — Test equipment》的要求。

誤區

抗力儀不能直接測出微生物抗力，殺滅後的微生物需培養後統計結果、

計算抗力。

抗力儀

x

The resistance of each lot/batch of biological 

indicators shall be tested to demonstrate the 

conformance with the performance 

requirements –ISO11138   6.1



典型的滅菌器溫度曲線 典型的抗力儀溫度曲線

參數 上升期 穩定期 下降期 溫度允差

滅菌器 ＞20min （設定） ＞30min ± 1℃

抗力儀 ＜10s （設定） ＜10s ± 0.5℃

抗力儀與滅菌器的區別



H2O2濃度監測是滅菌效果的重要參數之一

⚫ 如何持續的監測滅菌過程中的H2O2濃度？

       目前大多使用電化學的過氧化氫濃度感測器作為檢測手

段，無法在高溫、高濃度、低壓下進測量。

⚫ 如何選擇具有代表性的檢測位點？

      電化學方法的感測器基於空間某點來進行檢測；而光學

法可以基於某個區域進行檢測。

⚫ 沒有標準過氧化氫氣體，如何校準？

       過氧化氫檢測標準化中，沒有標準過氧化氫氣體，且過

氧化氫氣體本身具有不穩定性，易分解。

過氧化氫滅菌抗力儀技術難點：過氧化氫濃度監測



創新型-高效的表面處理技術

通過噴塗特殊塗層，極大程度緩解了汽化過氧化氫分解，配合保溫防冷凝措施，
為抗力檢測提供穩定可複現的檢測條件。



過氧化氫滅菌抗力儀



操作流程

標題

標題 標題

標題

x添加文本說明內容

添加文本說明內容

添加文本說明內容

標題

添加文本說明內容

添加文本說明內容

添加文本說明內容

設置參數，啟動預熱

引入BI(生物指示劑)

啟動滅菌

滅菌完成，確認滅菌參數

培養、觀察，計算得到D值

1

2

3

4

5



歡迎交流與討論
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