                生物制品无菌试验规程

                      （WHO 1995修订讨论稿）
      前言

《生物制品无菌试验规程》自1973年发表后又有了一些新进展，因此，将检查支原体的无菌试验要求修订如下：
    5.3检查支原体的无菌试验（ WHO TRS和 No．530，1973，Annex 4）

该节以下文取代：
    检查支原体采用琼脂和肉汤培养基培养法或指示细胞培养DNA染色法。

在要求基础细胞库、生产用细胞库、病毒种子批（或库）、或对照细胞进行支原体检查时，采用培养法和指示细胞培养法。在要求病毒收获液、疫苗原液或成品批进行支原体检查时，采用培养法。必要时，亦可用指示细胞培养法筛选培养基。
    培养法和指示细胞培养法见附录。

其他方法，只要列出详细步骤，井用本法验证过，亦可采用。
          附录 检查支原体培养法和指示细胞培养法

    1．培养法

    1．1培养基的选择

试验采用足量固体和液体培养基，以确保在选定的培养条件下检出产品中可能存在的少量支原体。液体培养基应含酚红。培养基的营养性能最少应用下列支原体验证：
    口腔支原体（M．orale）（人用疫苗）；

    肺炎支原体（M．pneumoniae）（人用疫苗）；

    猪鼻支原体（M．hyorhinis）（非禽类兽用疫苗，例如 DBS 1050）  ；

鸡败血支原体（M．gallisepticum）和滑液支原体（M. Synoviae）（在生产过程中采用禽类材料或疫苗拟供家禽使用）。
采用低代试验菌株，冻存或冻干保存。菌种经克隆后，应以适当方法确认是规定的菌种。
                      有些国家进行嵌入支原体检查。
  1·2培养条件

    将已接种的培养基分成两份，一份置需氧条件下培养，另一份置厌氧条件下培养。需氧条件是在含5—10％CO2和适当湿度的空气环境中培养。厌氧条件是在含5－10%CO2和适当湿度的氮气环境中培养。
  1．3营养性能

    用适宜的试验菌接种选定的培养基，每支固体培养基干皿不少于200CFU，不超过400CFU，每支液体培养基容器不少于20CFU，不超过40CFU。每种菌株单独接种一支平皿和液体培养基。接种的培养基置检定检品的条件下（需氧、厌氧或需厌氧，依试验菌的需要确定）培养。若试验菌生长充分，并液体培养基颜色有适当变化。则培养基营养性能试验符合要求。
  l·4抑制物质

  在检品存在下进行的营养性能试验与无检品存在的试验比较，若试验菌生长明显减少，则检品中含有抑制物质，在检查支原体之前必须将其中和（或用其他方法抵消，如稀释）。中和后再次进行抑制物试验，以检查中和法或其他方法的效果。
    1．5检品的克原体检查

固体培养基用直径60mm的平皿，每支含9ml培养基。最少用2支平皿，每支接种0.2ml检品，并接种100ml液体培养基，每瓶接种检品 10ml，置35一38℃需氧及厌氧条件下培养21天，同时培养100ml未接种的液体培养基作为对照。若液体培养基的pH加检品后显著改变，则加Na0H或HCI溶液调回至原pH值。接种后第1、2或3天进行次代试验，每一液体培养基接种 2支固体培养基平皿，每支 0．2ml，置35一38℃需氧和厌氧培养至少21天。于试验的第6、7或8天重复一次，第13或14天再进行一次。液体培养基每2或3天观察一次。固体培养基每周观察一次。
若液体培养基显示有细胞或真菌污染，应重试。若接种后不早于7天。每个试验阶段偶然污染细菌或真菌，或破碎不超过一支平皿，只要直接检查未证明有支原体生长，可以忽略不计。若在试验的任一阶段，有一支以上平皿偶然污染细菌或真菌，或破碎，试验不成立，必须重试。
在培养期结束时，镜检所有已接种的固体培养基是否有支原体，若任何已接种的培养基都无支原体生长，产品为通过。若有支原体生长，可用2倍接种量和培养基量进行重试，若无支原体生长，产品为合格。
    2．指示细胞培养法

细胞培养用与DNA特异结合的荧光染料进行染色，根据细胞表面，若污染严重，根据周围区域或特有的荧光颗粒或细胞丝模式检查立原体。
    2．1细胞基质的验证

用Vero细胞培养，试验前，用在液体或固体培养基上容易生长的，并证明能检出潜在支原体污染的菌株，如猪鼻支原体DBS1050和口腔支原体1596，或其他适宜菌株，接种量不超过100CFU。
亦可用其他细胞基质，如生产用细胞系，只要证明用其检查潜在支原体污染的敏感性至少相同。
2.2试验方法
最少取1ml被检材料，接种2个或2个以上50%长成片的指示细胞培养物，并不少于 25cm2细胞面积，至少传一代。最后一代于适当容器中的盖玻片或其他适合试验要求的表面上培养。
试验包括1个阴性（未感染）对照和2个支原体阳性对照，如猪鼻支原体和口腔支原体。阴性对照接种量不超过100CFU。
若检查病毒悬液，试验结果和判定受细胞病变影响，可用对支原体无抑制用用的特异抗血清中和病毒，或用不能使病毒生长的细胞基质进行。
    2．3步骤

    （1）将常规浓度的种子培养物｛2*104－2*105细胞／ml，4*103－2．5*104细胞／cm2)于36±1℃培养至50％生长成片。接种检品，培养至生长成片。
（2）吸出并弃去培养液。
(3）用pH7．4磷酸盐缓冲生理盐水淋洗单层细胞，然后用pH7．4磷酸盐缓冲生理盐水与甲醇等量混合液淋洗，最后用甲醇淋洗。
（4）加甲醇，静置10分钟。
（5）吸出并弃去甲醇。
（6）若以后要进行单层细胞染色，则使其完全干燥。
（7）若直接进行单层细胞染色，用无菌水洗去酸性甲醇，并弃去洗液。
（ 8）加 bisbenzimid工作溶液或其他适宜 DNA染料，静置 10分钟。
（9）去除染料，用水淋洗单层细胞。
（10）用一滴甘油与pH5．5磷酸盐枸橼酸盐缓冲液等量混合液封固每一盖玻片（如应用）。从盖玻片的边缘吸去多余的封固液。
（11）放大100－400倍或以上检查表面荧光（用330nm／380nm激发光滤片，LP440nm抑制滤片）。
（12）对比镜检被试培养物、阴性对照和阳性对照。
如未证明被检培养物中有支原体存在，则检品为通过该试验。
    试剂

Bisbenzimid：C25H27Cl3N6O·5H2O（Mr．624），4一［5－［5－（4－Methylpiperazin－ 1-yl） benzimidazol— 2— yi］            benzimidazol－2－yl］phenoltrihydrochloride pentahydrate。
Bisbenzimid贮备液：取5mg bisbenzimide溶于水稀释至100ml，保存于暗处。
Bisbenzimis工作溶液：用前即时用 pH7．4磷酸缓冲生理盐水稀释 100μ1 bisbenzimid贮备液至 100ml。
    磷酸盐枸橼酸盐缓冲液， pH5．5：取56．85ml2．84％（m／v）无水磷酸氢二钠溶液与43.15ml2．l％（m／v）枸橼酸溶液混合。
