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［摘　要］　目的　明确我国和欧盟医用外科口罩细菌检测方法回收率的差异。方法　采用微生物回收的方法对

中国《医用外科口罩（ＹＹ０４６９—２０１１）》和欧盟《医用口罩 要求和试验方法（ＥＮ１４６８３—２０１９）》中的检测方法回收

率进行对比分析，并探索两种方法中最优方法的环节。结果　ＥＮ１４６８３—２０１９检测方法回收率高达６５．１％，高于

ＹＹ０４６９—２０１１标准近４倍；洗脱方式为机械振摇，洗脱效果不如手动振摇法（回收率为６８．６％）；ＥＮ１４６８３—２０１９

的可接受标准严于ＹＹ０４６９—２０１１的可接受标准。结论　ＥＮ１４６８３—２０１９的洗脱液中含有表面活性成分（吐温

２０），提高了检测方法的回收率；ＹＹ０４６９—２０１１方法中手动振摇的洗脱方式对微生物的洗脱效果要优于 ＥＮ

１４６８３—２０１９方法中的机械振摇法。
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　　无论是严重急性呼吸综合征（ＳＡＲＳ）还是新型

冠状病毒肺炎（简称新冠肺炎）疫情，都使我们深刻

认识到医用生物防护器械在保护医务人员和患者乃

至普通人群的健康和安全的重要性。特别是随着本

次新冠肺炎疫情在全球的暴发，生物安全及个人防护

更是迎来了前所未有的挑战，防护物资也成为阻止病

毒传播的有效物品，如口罩、防护服、消毒液等［１］。目

前国际上尚无医用生物防护器械对应的国际标准化

组织，各国家／地区均采用本国家／地区的标准，而各

国家／地区标准的不协调限制了全球防疫物资的互

通性。在新冠肺炎疫情防控初期，由于我国医用生

物防护器械标准与美国、欧盟等国家／地区标准的不

一致、不协调，导致我国医用生物防护器械出口贸易

受到阻碍。

国家卫生健康委员会印发的《新型冠状病毒感

染不同风险人群防护指南和预防新型冠状病毒感染

的肺炎口罩使用指南》中推荐进入人员密集或密闭

公共场所佩戴医用外科口罩或颗粒物防护口罩［２］。

由于各类普通口罩不能发挥防护作用，医用口罩备

受关注。医用外科口罩对气溶胶、飞沫等具有良好

的过滤阻隔效果，能够预防呼吸系统疾病［３５］，但同

时由于其直接与佩戴者口鼻接触，自身的微生物污

染直接影响佩戴者的身体健康［６］。目前，我国主要

依据《医用外科口罩（ＹＹ０４６９—２０１１）》
［７］对外科口

罩进行微生物控制；欧盟主要依据《医用口罩 要求

和试验方法（ＥＮ１４６８３—２０１９）》
［８］进行微生物控

制；美国目前没有外科口罩的国家标准，仅有《医用

面罩材料的性能规范（ＡＳＴＭＦ２１００１９）》，将医用

外科口罩分为３类，且对微生物清洁度、生物相容

性、血液穿透性等作出了相关规定［９］，其中并未规定

微生物控制指标。我国标准中明确了为一次性使用

产品，而欧洲和美国在其产品标准中则不局限于一

次性产品［１０］。本研究主要比较分析ＹＹ０４６９—２０１１

和ＥＮ１４６８３—２０１９的微生物试验方法回收率以及

对检测结果的影响。

１　材料与方法

１．１　试验材料　试样：无菌外科口罩数只。洗脱

液：０．９％无菌氯化钠溶液，由华鲁技术股份有限公

司提供；蛋白胨：由北京奥博星生物技术有限责任公

司提供；氯化钠：由国药集团化学试剂有限公司提

供；吐温２０：由罗氏公司提供。培养基：胰酪大豆胨

琼脂培养基平板由广东环凯微生物科技有限公司提

供；营养琼脂培养基由北京陆桥技术有限责任公司

提供。菌株：萎缩芽孢杆菌 ＡＴＣＣ９３７２芽孢悬液。

仪器：往复式摇床（ＷＩＧＧＥＮＳ）；微生物过滤装置

（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），配套水系微孔滤膜（直径５０ｍｍ，孔径

０．４５μｍ）；电子天平（ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ），分度

值０．１ｇ；立式压力蒸汽灭菌器（ＳＹＳＴＥＣ）；培养箱

（Ｍｅｍｍｅｒｔ）；生物安全柜（ＢＩＯＢＡＳＥ）。

１．２　试验方法

１．２．１　试验设计　ＹＹ０４６９—２０１１和ＥＮ１４６８３—

２０１９规定的微生物计数方法见表１。本研究依据

《医疗器械的灭菌 微生物学方法 第１部分：产品上

微生物总数的测定（ＧＢ／Ｔ１９９７３．１—２０１５）》，用产

品接种法［１１］制备人工污染试样，采用微生物回收的

方法对两种计数方法进行回收率研究。另根据两种

检测方法中洗脱液种类、洗脱方式及参数这两个关

键方法与环节设计两组交叉试验，见表１。

表１　ＹＹ０４６９—２０１１、ＥＮ１４６８３—２０１９及交叉试验计数方法比较

犜犪犫犾犲１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＹＹ０４６９－２０１１，ＥＮ１４６８３－２０１９ａｎｄｃｏｕｎｔｉｎｇｍｅｔｈｏｄｉｎｃｒｏｓｓｃｏｖｅｒｔｅｓｔｉｎｇ

序号 方法环节 ＹＹ０４６９—２０１１ 交叉试验１ ＥＮ１４６８３—２０１９ 交叉试验２

１ 检验量 １０ｇ １０ｇ 一只口罩 一只口罩

２ 洗脱液种类 灭菌生理盐水 １ｇ／Ｌ蛋白胨、５ｇ／Ｌ氯化

钠、２ｇ／Ｌ吐温２０

１ｇ／Ｌ蛋白胨、５ｇ／Ｌ氯化钠、

２ｇ／Ｌ吐温２０

１ｇ／Ｌ蛋白胨、５ｇ／Ｌ氯化钠、

２ｇ／Ｌ吐温２０

３ 洗脱液体积 ２００ｍＬ ２００ｍＬ ３００ｍＬ ３００ｍＬ

４ 洗脱方式 手动振摇 手动振摇 机械振摇（摇床） 手动振摇

５ 洗脱参数 充分混匀 充分混匀 ２５０ｒｐｍ，５ｍｉｎ 充分混匀

６ 微生物回收 平皿法 平皿法 薄膜过滤法 薄膜过滤法

１．２．２　ＹＹ０４６９—２０１１方法回收率研究　（１）制

备接种芽孢悬液。将萎缩芽孢杆菌ＡＴＣＣ９３７２芽

孢悬液稀释至约１０００ＣＦＵ／ｍＬ，精确测定０．１ｍＬ

芽孢悬液的芽孢数量。（２）制备人工污染试样。取

无菌试样１０ｇ，共１０份，分别向试样上接种芽孢悬

液０．１ｍＬ，在生物安全柜中干燥。（３）供试液制备。
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将人工污染试样分别投入到２００ｍＬ洗脱液（０．９％

无菌氯化钠溶液）中，手动震荡混匀，获得供试液。

（４）微生物回收。各取供试液１ｍＬ倾注营养琼脂，

共５个平板。平板放置３５℃培养４８ｈ。点计平板

上的菌落数并进行洗脱菌落数计算。（５）回收率计

算。按式（１）计算每个试样的回收率。

犚＝
犡
犣
×１００％ （１）

式中：犚— 回收率；犡—试样洗脱菌落数，ＣＦＵ；

犣— 接种芽孢数，ＣＦＵ。

１．２．３　ＥＮ１４６８３—２０１９方法回收率研究　（１）制

备接种芽孢悬液。同ＹＹ０４６９—２０１１接种芽孢悬液

的制备方法。（２）制备人工污染试样。取无菌口罩，

共１０个，分别向试样上接种芽孢悬液０．１ｍＬ，在生

物安全柜中干燥。（３）供试液制备。将人工污染试

样分别投入到３００ｍＬ洗脱液（１ｇ／Ｌ蛋白胨、５ｇ／Ｌ

氯化钠、２ｇ／Ｌ 吐温 ２０）中，２５０ｒｐｍ 摇床振荡

５ｍｉｎ，获得供试液。（４）微生物回收。各取供试液

１００ｍＬ进行薄膜过滤，滤膜贴至胰酪大豆胨琼脂培

养基平板上，平板放置３０℃培养３ｄ。点计平板上

的菌落数并进行洗脱菌落数计算。（５）回收率计算。

见式（１）。

１．２．４　交叉试验组方法回收率研究　具体试验操

作参照１．２．２、１．２．３。

２　结果

２．１　四种试验方法结果　ＥＮ１４６８３—２０１９方法的回

收率高达６５．１％，高于ＹＹ０４６９—２０１１方法的回收率

近４倍。且ＹＹ０４６９—２０１１方法回收率仅１４．４％。

根据ＹＹ０４６９—２０１１、ＥＮ１４６８３—２０１９两种检

测方法中洗脱液种类和洗脱方式及参数设计两组交

叉试验，交叉试验组１与ＹＹ０４６９—２０１１试验组比

较，因更换洗脱液为１ｇ／Ｌ蛋白胨、５ｇ／Ｌ氯化钠、

２ｇ／Ｌ吐温２０，方法回收率提高到６５．６％，表明加有

活性成分吐温２０的洗脱液能更好的洗脱微生物；交

叉试验组２与ＥＮ１４６８３—２０１９试验组比较，因更换

洗脱方式及参数为手动振摇，回收率提高到６８．６％。

且ＹＹ０４６９—２０１１、交叉试验组１、交叉试验组２中

采用的手动振摇的标准差（３．８、６．６、７．４）较 ＥＮ

１４６８３—２０１９中采用机械振摇方法（８．２）低，表明在

微生物洗脱中手动振摇法重复性及稳定性较好。见

表２。

表２　四种试验方法结果

犜犪犫犾犲２　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｔｅｓｔｍｅｔｈｏｄｓ

试验设计
１０次检测结果

（ＣＦＵ）

平均

回收率

（％）

标准差

变异

系数

（犆犞，％）

ＹＹ０４６９—２０１１ １６、１６、８、１２、１２ １４．４ ３．８ ２７．１

１２、１６、１２、２０、８

交叉试验组１ ６４、５６、６０、６０、６０ ６５．６ ６．６ １１．２

５６、５６、６４、４２、６４

ＥＮ１４６８３—２０１９ ６３、５４、４８、４５、４２ ６５．１ ８．２ １４．６

５７、６３、６６、６０、５７

交叉试验组２ ６６、６５、５６、６７、６３ ６８．６ ７．４ １２．５

５０、４６、５２、５４、６２

２．２　ＹＹ０４６９—２０１１、ＥＮ１４６８３—２０１９方法的修

正系数换算结果比较　根据上述ＹＹ０４６９—２０１１、

ＥＮ１４６８３—２０１９方法的回收率结果，比较两种方法

可接受标准的严格程度以及对检测结果的影响。

ＹＹ０４６９—２０１１要求细菌菌落总数≤１００ＣＦＵ／ｇ，

真菌不得检出，即微生物总数≤１００ＣＦＵ／ｇ；ＥＮ

１４６８３—２０１９要求微生物总数≤３００ＣＦＵ／ｇ。假设

某产品Ａ按照ＹＹ０４６９—２０１１方法获得的试验结

果为１００ＣＦＵ／ｇ，通过修正系数换算，结果见表３。

表３　修正系数换算结果

犜犪犫犾犲３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｃｏｎｖｅｒｓｉｏｎ

试验设计 标准限值（ＣＦＵ／ｇ） 修正系数 实际微生物总数（ＣＦＵ） 方法测得的微生物总数（ＣＦＵ） 判定结果

ＹＹ０４６９—２０１１ ≤１００ ６．９４ ６９４ １００ 合格

ＥＮ１４６８３—２０１９ ≤３００ １．５４ ６９４ ４５１ 不合格

　　虽然产品Ａ的实际微生物总数为６９４ＣＦＵ／ｇ，

但按照ＹＹ０４６９—２０１１方法进行检测时，判定为合

格产品，按照ＥＮ１４６８３—２０１９方法检测时，产品Ａ

获得的试验结果为４５１ＣＦＵ／ｇ，此时已经超出ＥＮ

１４６８３—２０１９规定的限值（３００ＣＦＵ／ｇ），此时可判

定产品不合格。
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３　讨论

在试验方法方面，ＥＮ１４６８３—２０１９检测方法具

有较高的回收率。方法回收率是定量检测方法的重

要属性，回收率越高，方法计数准确度也越高。通过

设计交叉试验组１，认为ＥＮ１４６８３—２０１９方法具有

较高回收率的原因是在洗脱液中加入了表面活性剂

（吐温２０）。由于口罩的纤维结构不同于普通的膜

或袋类，故通过常规的生理盐水洗脱污染微生物极

其困难，ＹＹ０４６９—２０１１试验使用生理盐水洗脱，

微生物回收效率极低（１４．４％），不符合《中国药典》

２０２０年版四部非无菌产品微生物限度检查：微生物

计数法中规定的“微生物回收率应在０．５～２范围

内”的要求［１２］，表明该方法对微生物的洗脱效果不

理想。ＩＳＯ１１７３７—１∶２０１８标准中指出，当用液体

从固体表面洗脱微生物时，可考虑结合使用表面活

性剂［１３］，吐温２０是一种非离子型表面活性剂，具有

较强的去污能力。马妮等［１４］在对医用一次性防护

服生物负载检测时，添加表面活性剂后的微生物回

收率反而低于普通洗脱液，考虑到不适量的表面活

性成分可能会对微生物有一定影响，因此需严加控

制表面活性剂的使用量。通过设计交叉试验２，认

为ＥＮ１４６８３—２０１９方法虽然具有较高的方法回收

率，但仍有需要改进的地方，如洗脱方式及参数更换

为手动振摇后，方法回收率也相对提高了５．４％，试

验过程中也发现，ＥＮ１４６８３—２０１９方法中洗脱液在

经过机械振摇后会出现大量泡沫，在一定程度上影

响洗脱液的过滤，这也是手动振摇法具有较好洗脱

效果的原因。

在可接受标准方面，ＥＮ１４６８３—２０１９的可接受

标准（≤３００ＣＦＵ／ｇ）实际要严于 ＹＹ０４６９—２０１１

的可接受标准（≤１００ＣＦＵ／ｇ）。产品实际微生物总

数为６９４ＣＦＵ／ｇ，ＥＮ１４６８３—２０１９的检测结果为

不合格，而 ＹＹ０４６９—２０１１的检测结果为合格，认

为方法回收率有较大差异，可一定程度影响各自的

检测结论。

本研究通过对比分析，ＹＹ０４６９—２０１１和ＥＮ

１４６８３—２０１９因检测方法不同回收率存在较大差

异，其中ＥＮ１４６８３—２０１９的微生物控制方式，包括

微生物总数高回收率的检测方法以及较为严格的可

接受标准，对我国医用外科口罩乃至其他非无菌医

疗器械微生物污染指标的设计具有很大借鉴意义。
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